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Las legumbres contienen sustancias bioactivas conocidas como fitoquímicos con 
propiedades antioxidantes. El proceso de germinación puede dar lugar a alimentos con 
características nutricionales y sensoriales mejoradas; así como incrementar sus niveles 
en antioxidantes. La presente investigación tiene como objetivo principal evaluar la 
efectividad de la germinación en la mejora del valor nutricional y la biodisponibilidad 
de antioxidantes de la dieta, concretamente, de la melatonina en legumbres. Hasta la 
fecha, no existen datos acerca de los niveles de melatonina en semillas de legumbres y 
hortalizas.  
Los estudios realizados han dado lugar a información novedosa y confirman la 
presencia de melatonina en semillas de hortalizas y legumbres comerciales y sus 
correspondientes germinados. Los valores más elevados de melatonina se encontraron 
en germinados de col roja comercial. El proceso de germinación modifica el perfil de 
los componentes bioactivos, siendo dependiente del tipo de legumbre y de las 
condiciones en las que se realiza. Las investigaciones realizadas han permitido 
establecer que la germinación de semillas de lenteja y judía pinta durante 8 días, bajo 
condiciones lumínicas de 12 horas luz/12 horas oscuridad y/o 24 horas en oscuridad, 
produce un aumento significativo de los contenidos de melatonina e incrementa su 
capacidad antioxidante. Los niveles máximos de melatonina en lenteja y judía pinta se 
logran bajo condiciones de 24 horas en oscuridad en el sexto día de germinación. Los 
contenidos más elevados se alcanzan en germinados de judía pinta (9,4 ng/g m.s.). Por 
otra parte, el tratamiento combinado de riego suplementado con melatonina pura 
durante la germinación resulta ser efectivo en el incremento de melatonina (99%). El 
incremento se atribuye, al menos en parte, a su absorción. El estudio de 
biodisponbilidad en ratas Sprague Dawley de la melatonina dietética presente en 
extractos preparados a partir de germinados de judía pinta, revela un incremento de 
los niveles de melatonina plasmática de 25 a 30 pg/mL, tras la ingesta de una dosis 
única del extracto que contiene 10,6 µg de melatonina. En línea con el resultado de 
melatonina plasmática, la excreción de 6-sulfatoximelatonina, metabolito de 
degradación de melatonina se incrementa en un orden de cuatro veces tras la ingesta 
del extracto enriquecido con melatonina, destacando una elevada correlación (r = 0,73, 
p < 0,01). Por tanto, los resultados sugieren que la melatonina dietética ha sido 
absorbida y metabolizada, y se encuentra biodisponible. 
En conclusión, se ha logrado establecer condiciones de germinación que permiten 
mejorar el valor nutricional de las legumbres e incrementar su contenido en 
fitoquímicos antioxidantes, concretamente en melatonina, hasta alcanzar 
concentraciones biodisponibles. Dado que se ha encontrado melatonina en germinados 
  
de legumbres y hortalizas, puede decirse que son una fuente dietética de melatonina. 
En concreto, los extractos de judía pinta germinada podrían considerarse como fuente 
alimentaria de melatonina y otros compuestos bioactivos y aportar efectos beneficiosos 
para la salud. No obstante, se requieren de investigaciones clínicas para elucidar si el 
consumo de melatonina de judía pinta germinada puede asociarse a una mejora en la 
defensa antioxidante del organismo y reducir el riesgo de enfermedades crónicas 
asociadas a estrés oxidativo. 
  











Los alimentos de origen vegetal son de gran interés debido a que contienen un gran 
número de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes. Muchas de las 
patologías crónicas que se consideran epidemias del siglo XXI se asocian a estrés 
oxidativo. Por tanto su consumo rutinario como parte de la dieta es de gran interés. En 
consecuencia, en el mercado internacional se ha incrementado la presencia de los 
denominados alimentos funcionales ricos en antioxidantes. Previo a su 
comercialización con esta alegación sanitaria en Europa debe demostrarse que los 
alimentos contienen una cantidad del compuesto bioactivo en una dosis 
fisiológicamente activa. (EFSA Scientific Committee, 2009). En este sentido, los 
germinados representan una oportunidad. Se requieren de estudios que demuestren su 
carácter funcional y el presente estudio representa un avance en este conocimiento.  
La germinación de alimentos para consumo humano es originaria de países orientales, 
donde constituye una parte importante de la dieta de la población. Sin embargo, en las 
últimas décadas los países de la cuenca Mediterránea han cambiado sustancialmente 
sus hábitos, quedando relegados algunos platos tradicionales como, por ejemplo, las 
legumbres. Estas nuevas preferencias y necesidades en el mercado han dado lugar a un 
nuevo perfil del consumidor actual. Los germinados se consumen en crudo como 
ensaladas o en gran diversidad de platos cocinados, como sopas o rehogados; supone 
consumir semillas vivas con numerosos enzimas que facilitan la digestión, además son 
productos de bajo aporte calórico, pero con gran cantidad de compuestos bioactivos 
por determinar. Entre los alimentos vegetales susceptibles a la germinación destacan 
las legumbres y hortalizas. Estos alimentos componen un grupo bastante diverso y 
forman parte esencial de la dieta, aportando numerosos nutrientes con un bajo 
contenido calórico. 
La germinación resulta un método barato y efectivo para mejorar la calidad nutricional 
y sensorial de las legumbres (Vidal-Valverde y col., 2002; Martín-Cabrejas y col., 2003; 
Martín-Cabrejas y col., 2008; Donkor y col., 2012; Vaz Patto y col., 2015; Dueñas y col., 
2016). Además, no se consideran nuevos alimentos lo que se facilita su 
comercialización. Por otro lado, el proceso de germinación puede proporcionar a la 
industria alimentaria un material interesante para su incorporación como ingrediente 
en la elaboración de alimentos con funcionalidad mejorada y supone una estrategia 








La germinación es un proceso metabólico de enorme complejidad en el que la semilla 
pasa de un estado quiescente a una fase metabólica activa responsable de proporcionar 
la energía y nutrientes necesarios para el desarrollo de la nueva planta (Paucar-
Menacho y col., 2010). La semilla es un sistema funcional constituido por células 
meristemáticas de crecimiento reducido o suspendido, reservas de alimento y una 
cubierta protectora restrictiva, muy importante en la regulación de la germinación 
(Guevara Berger y Jiménez, 1998). Cuando las condiciones (suelo, humedad y 
temperatura) son adecuadas para la semilla, comienza el proceso de germinación. Se 




En la fase I, de hidratación, se produce la imbición de agua por la semilla seca, hasta la 
completa hidratación de células y tejidos, así como un aumento de la actividad 
respiratoria y reacciones hidrolíticas. Durante la fase II, se produce la activación del 
metabolismo, dando lugar a las transformaciones necesarias para el desarrollo de la 
plántula, como la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas, también se incrementan las 
actividades enzimáticas, así como la degradación inicial de las reservas, es un periodo 
Figura 1. Fases de la germinación. 





de absorción de agua limitada. Por último, la fase III, de crecimiento, está asociada a 
una elevada actividad metabólica debida a la emergencia de la radícula y 
consecuentemente el resto de tejidos, incrementando la expansión celular, concluyendo 
el proceso germinativo. Estas fases no definen temporalmente los eventos metabólicos 
que ocurren durante la germinación, por lo que son procesos confluentes (Nonogaki y 
col., 2010).  
Dentro de los requerimientos ambientales necesarios para la germinación se 
consideran esenciales el agua, el oxígeno, la luz  y la temperatura. La germinación 
puede modificarse por diversos factores intrínsecos, como son los relacionados con la 
madurez y la viabilidad de las semillas, y también por factores extrínsecos como 
humedad, temperatura y concentración de gases (Herrera y col., 2006; Nonogaki y col., 
2010). Cada uno estos factores pueden inhibir o estimular la germinación, de forma 
que una adecuada combinación determinará el desarrollo del proceso.  
En este sentido, las condiciones lumínicas son un factor implicado a destacar. La luz es 
percibida mediante fotorreceptores (fitocromos) por las semillas, de forma que pueden 
afectar a su regulación y como consecuencia su implicación en procesos metabólicos 
(Herrera y col., 2006). La cantidad de fitocromo activo presente en una semilla, 
determina si ésta puede germinar en oscuridad o su necesidad de luz. Se ha observado 
que las condiciones lumínicas modifican el perfil de compuestos fenólicos, así como el 
potencial antioxidante, ya que induce la activación de la vía de las pentosas fosfato 
(Świeca y col., 2012).  
2. Cambios en el perfil nutricional y de compuestos 
bioactivos inducidos por la germinación 
Durante la germinación se activan enzimas amilolíticas, lipolíticas y proteolíticas que 
hidrolizan los compuestos de reserva de la semilla. Se producen modificaciones tales 
como la composición de carbohidratos solubles, afectando sobre la estructura de los 
polisacáridos, ya que el almidón se degrada a azúcares más fáciles de digerir. 
Asimismo, se producen cambios en la integridad de los tejidos y provoca la ruptura de 
las asociaciones proteína-carbohidratos (Martín-Cabrejas y col., 2003; López-Amorós y 
col., 2006; Martín-Cabrejas y col., 2008) dando lugar a un aumento de aminoácidos 
libres, fibra, vitaminas (estimula la biosíntesis de determinadas vitaminas 
hidrosolubles) y minerales (Fe y Se) (Frías y col., 1996; Martín-Cabrejas y col., 2008; 
Donkor y col., 2012; Benítez y col., 2013).  
La mayor parte de los estudios realizados en germinados de legumbres y hortalizas 
muestran  un aumento de determinados compuestos bioactivos como los compuestos 





semillas (Fernandez-Orozco y col., 2006; Pérez‐Balibrea y col., 2008; Shohag y col., 
2012; Tajoddin y col., 2014). Se producen modificaciones debido al incremento de 
compuestos de tipo flavonoideos (Dueñas y col., 2009; Pająk y col., 2014), donde se han 
observado los cambios más importantes, destacando la formación en judías de 
glucósidos de flavonoles (López-Amorós y col., 2006) y la disminución de 
proantocianidinas en lentejas (Bartolomé y col., 1997). En el caso de las isoflavonas de 
soja, se observó un aumento en el contenido de las agliconas como consecuencia del 
aumento de la actividad glucosidasa por acción del proceso de germinación (Lin y Lai, 
2006). Además se ha observado un aumento generalizado de compuestos 
hidroxicinámicos y un descenso de los hidroxibenzoicos (López-Amorós y col., 2000). 
Por otro lado, disminuye el contenido de factores antinutricionales (fitatos, taninos e 
inhibidores de proteasa) (Osman, 2007; Ghavidel y Prakash, 2007; Steve Ijarotimi y 
Ruth Esho, 2009), incrementando la digestibilidad de las proteínas, por lo que pueden 
aumentar la calidad nutricional de los alimentos. Debido a la presencia de estos 
compuestos, la aplicación de procesos biotecnológicos resulta imprescindible para 
mejorar su valor nutricional e incrementar el potencial de las leguminosas como 
alimentos funcionales o ingredientes de alimentos funcionales aportando muchos 
beneficios en la dieta (Davila y col., 2003). Sin embargo, apenas existen estudios sobre 
los cambios que sufre la melatonina durante la germinación (Zielinski y col., 2001). 
Por lo tanto, la selección de las condiciones óptimas de germinación es muy 
importante para optimizar el contenido de compuestos bioactivos y actividades 
biológicas en los germinados. 
 Semillas de leguminosas 
Las legumbres son las semillas secas y limpias procedentes de la familia Fabaceae, cuyas 
características botánicas comunes corresponden a las de la subfamilia “Papilionadeae”. 
Esta familia es extraordinariamente rica en especies y enormemente difundida, siendo 
los suelos preferidos los calcáreos y secos para su desarrollo. Su consumo está 
distribuido a nivel mundial. 
En la alimentación humana actual, más concretamente en la dieta mediterránea, se 
utilizan hasta 150 especies de legumbres. Las más relevantes son las judías, lentejas, 
garbanzos, entre otras (Tabla 1). En su composición interesa destacar los elevados 
contenidos de proteínas, carbohidratos de asimilación lenta (almidón), minerales (Ca, 
Fe, Zn), fibra dietética (especialmente su contenido en la fracción soluble) y algunos 
componentes bioactivos minoritarios (Olmedilla Alonso y col., 2010). Por otro lado, las 
legumbres presentan un bajo contenido en lípidos, constituidos principalmente por 





Tabla 1. Composición nutricional (g/100g m.s.) de leguminosas de consumo humano. 
 
Proteínas Lípidos Carbohidratos Fibra Minerales 
Valor energético 
(Kcal/100g) 
Judía 21,3 1,6 47,8 18,4 4,0 301 
Lenteja 23,5 1,4 50,8 10,6 3,2 321 
Garbanzo 22,7 3,0 54,6 10,7 3,0 337 
Soja 36,9 18,1 6,1 20,9 4,7 357 
Fuente: (Hernandez, 2010). 
Además existen leguminosas no convencionales utilizadas como recurso alimentario 
alternativo, dentro de las cuales, se puede destacar las semillas de Vigna unguiculata, 
Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens y Lablab purpureus, que son de origen tropical y 
pertenecen a la familia Leguminosae (Fabaceae). Al igual que las legumbres 
convencionales, las no convencionales también poseen un elevado valor nutritivo ya 
que se caracterizan por contener altas cantidades de proteínas y carbohidratos y por 
ser una fuente rica en macro y microelementos (Natarajan y col., 2012). Además, suelen 
ser cultivos de bajo costo, por lo que poseen un gran potencial para la alimentación 
animal y humana (Chel-Guerrero y col., 2002). Dichas leguminosas tropicales tienen 
muchas posibilidades agronómicas ya que son muy utilizadas como abonos verdes y 
cultivos de cobertura mejorando así las condiciones de fertilidad de los suelos 
agrícolas; de esta manera, se reduce la dependencia de fertilizantes químicos, los 
cuales son muy costosos. Los principales beneficios obtenidos por su uso son: la 
fijación de nitrógeno atmosférico, el aporte de biomasa al suelo, el incremento de la 
actividad biológica y la reducción de la erosión del suelo (Blanchart y col., 2006). 
Además, estos cultivos se adecuan, en general, a diferentes tipos de suelos y climas, y 
suelen tolerar bien la sequía. 
Entre los compuestos bioactivos presentes en las legumbres podemos encontrar, la 
melatonina y los compuestos fenólicos. Destaca el nivel de melatonina detectado en la 
alfalfa (Manchester y col., 2000) aunque apenas ha sido estudiado en el resto de 
leguminosas. Asimismo, se pueden considerar una fuente importante de compuestos 
fenólicos, aunque su composición varía notablemente no sólo debido a factores 
genéticos (especie y variedad), sino también a factores edafoclimáticos durante su 
cultivo (estado de madurez, condiciones de almacenamiento de la semilla). En las 
legumbres, se han detectado la mayor parte de las familias de compuestos fenólicos, 
destacando el contenido de flavonoides, ácidos fenólicos y proantocianidinas 
(Amarowicz y Pegg, 2008). A modo de ejemplo, la lenteja es rica en flavonoides, 
destacando su contenido en catequinas y proantocianidinas (Dueñas y col., 2007), 
mientras la judía es rica en flavonoles (glucósidos de quercetina y glucósidos de 





Estudios epidemiológicos indican una asociación positiva entre la ingesta diaria de 
compuestos presentes en legumbres y la prevención de diversas patologías como 
diabetes, enfermedades cardiovasculares y síndrome metabólico (Rizkalla y col., 2002) . 
Estos compuestos bioactivos, destacan por su alto contenido antioxidante, lo que está 
asociado con una menor incidencia de estas enfermedades (Kris-Etherton y col., 2004; 
Oboh, 2006). Entre los compuestos presentes, destacan los compuestos fenólicos, 
mencionados anteriormente, con propiedades antiinflamatorias como los 
flavononoides (Kris-Etherton y col., 2004; Sharma y col., 2011), anticancerígenas y 
antimutagénicas como las flavonas, flavanonas y lignanos (Gupta y col., 2001; Kanno y 
col., 2005). Destaca la actividad antioxidantes de estos compuestos y su acción contra 
radicales libres, y quelantes de iones metálicos (Xu y col., 2007; Djordjevic y col., 2011) 
protegiendo del estrés oxidativo (Amarowicz y Pegg, 2008; Marathe y col., 2011).  
En resumen, las legumbres, han adquirido importancia como ingrediente funcional, 
debido a que son fuente de proteínas, fibra alimentaria, micronutrientes y compuestos 
bioactivos contribuyendo a la prevención de enfermedades relacionadas con el estrés 
oxidativo (Bouchenak y Lamri-Senhadji, 2013). 
Mencionar, que la Asamblea General de las Naciones Unidas proclamó este año 2016 el 
Año Internacional de las Legumbres (Asamblea general (A/RES/68/231) Naciones 
Unidas, ), cuyo objetivo es concienciar de los beneficios de las legumbres, para 
promover su consumo, aumentar los niveles de nutrición e incrementar la producción. 
 Semillas de hortalizas 
Las hortalizas son aquellas plantas herbáceas hortícolas de las que se pueden consumir 
alguna de sus partes, frescas, conservadas o preparadas, sin extracción de sus 
componentes, y de utilización habitual en nuestra dieta. El consumo de semillas de 
hortalizas es a través de germinados de hortalizas, actualmente se realiza normalmente 




























Dentro de los compuestos bioactivos presentes en las hortalizas podemos encontrar, la 
melatonina que ha sido detectada en cebolla (Hattori y col., 1995); y los compuestos 
fenólicos detectados en esta hortaliza, principalmente flavonoides (quercetina) (Marotti 
y Piccaglia, 2002), mientras que en el brócoli destacan los flavonoles (glucósidos de 
quercetina y glucósidos de kaempferol) y ácidos hidroxicinámicos (Vallejo y col., 2003); 
por otro lado, en la col roja destaca el contenido de lignanos, así como de flavonoides 
(quercetina) (Chun y col., 2004; Kuhnle y col., 2007), mientras que en el rabanito 
destaca el contenido de flavonoles (kaempferol) y lignanos(Lugast y Hovari, 2000; 
Peñalvo y col., 2007). 
Además de los compuestos bioactivos mencionados anteriormente, varios estudios han 
demostrado que los brotes de crucíferas como el brócoli (Brassica oleracea L. var. Italica) 
y el rábano (Raphanus sativus) son muy ricas en fitoquímicos que promueven la salud 
constituyentes tales como los glucosinolatos relacionados con la prevención del cáncer 
además de tener propiedades antioxidantes (Tian y col., 2005; Barillari y col., 2005). Un 
estudio realizado in vivo mostró que germinados de rabanito son capaces de reducir la 
hiperglucemia en la diabetes y además, son eficaces en su prevención primaria en 
modelos animales (Taniguchi y col., 2006). Por otro lado, el consumo de hortalizas está 
relacionado con un descenso del riesgo de padecer enfermedades coronarias y una 
reducción de la presión sanguínea (He y col., 2007). 
Por lo tanto, la utilización del proceso de germinación puede ser una estrategia muy 
adecuada para conseguir alimentos con características nutricionales y sensoriales 
mejoradas e incrementar los niveles de compuestos bioactivos de carácter antioxidante. 
La efectividad de la germinación para mejorar el valor nutricional así como la 
biodisponibilidad de antioxidantes de la dieta, concretamente, de la melatonina en 
semillas de legumbres y hortalizas no ha sido evaluada hasta la fecha.  
3. Melatonina 
La dieta mediterránea aporta una serie de metabolitos secundarios de las plantas, que 
ejerce propiedades beneficiosas sobre la salud denominados compuestos bioactivos. 
Desde el punto de vista fitoquímico, se pueden agrupar en tres grupos: compuestos 
fenólicos, isoprenoides y alcaloides. Dentro de esta Memoria sólo destacaremos el 
papel de los alcaloides, concretamente el compuesto indólico de melatonina.   
Los alcaloides comprenden una serie de metabolitos muy diversos entre los que se 
encuentran los compuestos indólicos, tales como las indolaminas, entre ellas destaca la 
melatonina (Iriti y col., 2010). Aislada por primera vez a partir de glándulas pineales 
bovinas (Lerner y col., 1958), es una hormona indólica, derivada del triptófano, que 





3.1. Estructura y métodos de análisis 
La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una indolamina constituida por un 
anillo heterociclo indol y dos cadenas laterales, un grupo metoxilo situado en la 
posición 5 y un grupo amida situado en la posición 3 (Figura 3). Su fórmula empírica 
es C13H16N2O2, peso molecular 232,27 g/mol, densidad 1,27 g/cc y punto de fusión 




Su carácter tanto lipofílico (Reiter, 1991) como hidrofílico  (Shida y col., 1994) la hace 
soluble en etanol y en agua, y menos soluble en otros disolventes orgánicos (Garcia-
Parrilla y col., 2009). Es una molécula de color amarillo pálido, muy sensible a la luz, 
cuyo espectro de absorción y emisión se localiza en la región UV con un máximo de 
278 nm y 340 nm, respectivamente (Ramírez-Gutiérrez y col., 2009). 
El análisis de la melatonina en los alimentos presenta bastantes dificultades debido a 
las características de la molécula. En primer lugar, el contenido de melatonina en 
algunas plantas es del orden de µg/g, aunque en otras es mucho menor (ng/g o pg/g), 
por lo tanto, cualquier método analítico debe ser sensible a pequeñas variaciones. En 
segundo lugar, el carácter anfipático de la molécula hace difícil la elección de un 
disolvente que dé lugar a una recuperación completa y a resultados precisos. En tercer 
lugar, la melatonina es un potente antioxidante y reacciona rápidamente con otros 
constituyentes de los alimentos por lo que será siempre un requisito fundamental una 
manipulación cuidadosa de la muestra (Tan y col., 2007a). Por consiguiente, el método 
de análisis debe tener en cuenta estas limitaciones en un tejido vegetal, mediante el uso 
de una matriz adecuada, y mostrando sensibilidad y especificidad suficiente.  
En primer lugar, debido a las interferencias esperadas con la matriz, resulta 
imprescindible una etapa previa de extracción y purificación de las muestras, tal como 
ponen de manifiesto los procedimientos publicados. Diversos estudios han comparado 
distintos disolventes y diferentes procedimientos de extracción, con el objetivo de 
determinar cuál es el más adecuado para una extracción eficaz de la melatonina (Arnao 
y Hernández-Ruiz, 2009a). Los pre-tratamientos descritos para la purificación de las 
muestras, antes de la medición cromatográfica, incluyen la extracción asistida por 






ultrasonido (Cao y col., 2006), la extracción líquido-líquido (Reiter y col., 2005) y la 
extracción en fase sólida (SPE)(Garcia-Parrilla y col., 2009). La extracción en fase sólida 
es una técnica de limpieza de muestras simple, rápida y económica, por lo que permite 
la preconcentración de la muestra con un riesgo mínimo de pérdida o contaminación 
de la misma. Una columna SPE consiste en un lecho adsorbente de partículas gruesas 
(C18) mantenido en el interior de un tubo desechable. El fundamento de la técnica 
consiste en que el componente de interés resultará retenido en la fase sólida mientras 
que los contaminantes de la matriz serán eluidos. 
Diferentes métodos analíticos se han utilizado, hasta la fecha, para cuantificar 
melatonina en los alimentos. Entre ellos se incluyen técnicas cromatográficas como la 
cromatografía líquida de alta eficacia acoplada a detector de fluorescencia (HPLC-FL) 
(Pothinuch y Tongchitpakdee, 2011; Mercolini y col., 2012; Setyaningsih y col., 2012) o 
espectrómetro de masas (HPLC-MS) (Cao y col., 2006; Vitalini y col., 2011; Kocadağlı y 
col., 2014), cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas (CG-MS)(Van 
Tassel y col., 2001; González-Gómez y col., 2009), técnicas inmunológicas como el 
radioinmunoensayo (RIA), enzimoinmunoensayo (EIA) (Iriti y col., 2006; de la Puerta y 
col., 2007) e inmunoprecipitación (Harumi y Matsushima, 2000; Pape y Lüning, 2006), 
y otras técnicas como la quimioluminiscencia y la espectrofotometría (Garcia-Parrilla y 
col., 2009).  
Las técnicas que presentan una mayor sensibilidad y especificidad para la 
cuantificación de melatonina son las cromatográficas. La aplicación de cromatografía 
líquida de alta eficacia (HPLC) con un detector de fluorescencia es el método más 
utilizado en una gran variedad de matrices heterogéneas, alcanzando límites de 
detección de hasta 3 pg/mg (Vitale y col., 1996). Debido a que la melatonina posee 
fluorescencia cuando es irradiada a ciertas longitudes de onda, se obtiene un buen 
resultado con este detector. Las condiciones de detección se han fijado a una longitud 
de onda de excitación de 285 nm y de emisión de 345 nm. El tipo de columna 
cromatográfica utilizada en la mayoría de las determinaciones se trata de una C18 
acoplada con una precolumna del mismo material. Se han empleado distintas 
combinaciones de disolventes para la fase móvil obteniendo adecuados resultados 
cuando se emplea agua: metanol (60:40)(Arnao y Hernández-Ruiz, 2007), tampón de 
fosfato potásico y acetonitrilo (20%) (Reiter y col., 2005), ácido fórmico (0,1%) y 
metanol (40:60) (Rodríguez-Naranjo y col., 2011; Stürtz y col., 2011). Asimismo, 
diferentes autores utilizan junto a la cromatografía líquida de alta eficacia, la 
espectrometría de masas (HPLC-MS) en la determinación de melatonina para aportar 
una mayor información estructural, aumentando así la validación de los resultados 
(Hernández-Ruiz y Arnao, 2008; Stürtz y col., 2011). En algunas ocasiones, el detector 





obtener resultados más precisos, concretamente en vinos (Rodríguez-Naranjo y col., 
2011).  
Dentro de la cromatografía de gases, la más empleada es la cromatografía 
gases/masas (CG-MS) que proporciona un método alternativo para una determinación 
específica, y en algunos ensayos se han podido comprobar mejores niveles de 
sensibilidad que con HPLC, siendo su uso menor debido al mayor coste y 
mantenimiento del equipo cromatográfico (Van Tassel y col., 2001).  
Las técnicas inmunológicas se han utilizado con éxito para cuantificar la melatonina 
en las matrices biológicas, así como en matrices vegetales. Estas son el 
radioinmunoensayo (RIA) y el inmunoensayo enzimático (ELISA). El RIA es una 
técnica sensible y específica basada en la reacción antígeno-anticuerpo de tipo 
competitivo, el anticuerpo específico (Ac), reacciona con el correspondiente antígeno 
(Ag*) marcado radiactivamente y se produce la competición entre el antígeno marcado 
y el no marcado (el que se quiere determinar) por la unión al anticuerpo, por lo tanto, 
cuanto mayor sea la radiactividad detectada menor cantidad hay del antígeno a 
determinar y viceversa. El ELISA es una técnica basada en la reacción antígeno-
anticuerpo, se utiliza una enzima de unión al antígeno (Ag) o al anticuerpo (Ac), 
covalentemente y de forma específica (puentes de hidrógeno, enlaces iónicos, 
interacciones hidrófobas y fuerzas de van der Waals). Al estar uno de los componentes 
(antígeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte 
(inmunoadsorbente) la reacción antígeno-anticuerpo queda inmovilizada y, por tanto, 
mediante la adición de un substrato específico que genera el producto coloreado 
cuantificable, de tal forma que a mayor concentración de melatonina menor producto 
coloreado. Para la determinación de melatonina en alimentos se han empleado kits 
comerciales basados en el ensayo ELISA de tipo competitivo (IBL-Hamburg), como por 
ejemplo en aceite de oliva (de la Puerta y col., 2007), extractos de piel de uva (Iriti y 
col., 2006), vino(Iriti, 2009; Rodríguez-Naranjo y col., 2011), en leche de vaca (Kollmann 
y col., 2008) y en plantas medicinales (EK-DSM, BuhlmannLaboratories-Suiza) (Ansari 
y col., 2010). 
La quimioluminiscencia se ha propuesto como otra técnica para la determinación de 
melatonina (Lu y col., 2002; Harasimowicz y col., 2012). El principio del ensayo se basa 
en la quimioluminiscencia que se emite después de la reacción de la melatonina con 
H2O2 y acetonitrilo bajo condiciones alcalinas. La formación de oxígeno singlete en la 
reacción implica que otros compuestos además de la melatonina, como los terpenos y 
los compuestos fenólicos, entre otros, pueden interferir en el análisis. Por este motivo 





También se puede determinar espectrofotométricamente, utilizando el KMnO4 y el 
formaldehído en medio ácido, sin embargo, este método es poco sensible debido a las 
bajas concentraciones en las que se encuentra la melatonina en alimentos, aunque, se 
ha utilizado en los extractos de piel de uva (Iriti y col., 2006). 
3.2. Contenido de melatonina en la dieta 
Esta indolamina se encuentra en muchos órganos de las plantas como raíces, tallos, 
hojas, flores, frutas y semillas en un amplio rango de concentraciones. Cabe señalar 
que, de acuerdo con el carácter antioxidante de la melatonina, se espera encontrar 
mayores cantidades en las semillas, por su posible papel protector frente al estrés 
oxidativo durante la germinación, aunque existe una amplia variación entre las 
diferentes matrices vegetales (Paredes y col., 2009; Posmyk y Janas, 2009). Además de 
las semillas, las frutas se consideran otra fuente natural de melatonina que, en función 
de los hábitos alimentarios, pueden representar una contribución significativa a la 
dieta. De hecho, la melatonina está presente en las fresas, kiwis, piñas, plátanos y 
manzanas con niveles que oscilan entre 0,012 ng/g y 0,048ng/g de materia fresca, 
destacando las cerezas con contenidos de melatonina de 14 ng/g de materia fresca 
(Tabla 2). Cabe destacar el consumo de frutas que contienen ácido ascórbico, parece 
proteger a la melatonina de la oxidación (Dubbels y col., 1995; Reiter y col., 2007). 











Actinidia chinensis Kiwi Fruta RIA, HPLC-FL 0,024 (Hattori y col., 1995) 
Ananas comosus L. Piña Fruta RIA, HPLC-FL 0,036 (Hattori y col., 1995) 
Musa paradisiaca L. Banana Fruta RIA, CG-MS 0,047 (Dubbels y col., 1995) 
Malus domestica Manzana Fruta RIA, HPLC-FL 0,048 (Hattori y col., 1995) 
Prunus cerasus Cereza Fruta HPLC-ECD 13,460 
(Burkhardt y col., 
2001) 
Fragaria ananassa Fresa Fruta RIA, HPLC-FL 0,012 (Hattori y col., 1995) 
Fragaria ananassa Fresa Fruta LC-MS 1,38-11,26 (Stürtz y col., 2011) 
Vitis vinifera Uva Piel ELISA, HPLC-FL 0,005-0,965 (Iriti y col., 2006) 
Olea europaea Oliva Hojas HPLC, ELISA 4,3 (Zohar y col., 2011) 
Olea europaea Oliva Pulpa HPLC, ELISA 0,532 (Zohar y col., 2011) 
Morus spp. Morera Hojas HPLC, ELISA 0,99 (Zohar y col., 2011) 
Ficus carica Higuera Hojas HPLC, ELISA 12,915 (Zohar y col., 2011) 
Ficus carica Higuera Fruta HPLC, ELISA 3,959 (Zohar y col., 2011) 





Por otro lado, se ha detectado melatonina en hortalizas (tomate, pepino y cebolla) con 
niveles de 0,001 a 0,032 ng/g (Dubbels y col., 1995; Hattori y col., 1995). Se han 
observado que partes comestibles subterráneas, contienen cantidades de melatonina 
superiores como las zanahorias (0,055 ng/g de materia fresca). Asimismo, destaca el 
contenido en cereales (avena, cebada, arroz y maíz) desde 0,378 a 1,796 ng/g (Hattori y 
col., 1995). También, se han detectado elevados contenidos en leguminosas como el 
altramuz, 16-18 ng/g (Arnao y Hernández-Ruiz, 2007) (Tabla 3).  


















Allium cepa L. Cebolla Bulbo RIA, HPLC-FL 0,032 (Hattori y col., 1995) 
Beta vulgaris Remolacha Raíz RIA, LC-MS 0,001 (Dubbels y col., 1995) 
Spinacia oleracea Espinaca  Hoja RIA, HPLC-FL 0,039 (Hattori y col., 1995) 
Chenopodium rubrum Cenizo rojo Brotes RIA, LC-MS/ MS 0,240 (Kolár y col., 1997) 
Daucus carota Zanahoria Raíz RIA, HPLC-FL 0,055 (Hattori y col., 1995) 
Apium graveolens Apio Semilla HPLC-ECD 7 (Manchester y col., 2000) 
Brassica oleracea Col Hoja RIA, HPLC-FL 0,107 (Hattori y col., 1995) 
Raphanus sativus Rábano  Raíz RIA, HPLC-FL 0,657 (Hattori y col., 1995) 
Cucumis sativus Pepino Fruta RIA, HPLC-FL 0,025 (Hattori y col., 1995) 
Cucumis sativus Pepino Fruta RIA, LC-MS 0,005 (Dubbels y col., 1995) 
Asparagus aphyllus Espárrago Hojas HPLC, ELISA 0,142 (Zohar y col., 2011) 
Asparagus officinalis L. Espárrago Brotes RIA, HPLC-FL 0,010 (Hattori y col., 1995) 
Licopersium esculentum 
Tomate Fruta RIA, LC-MS 0,005 (Dubbels y col., 1995) 







Avena sativa L. Avena Semillas RIA, HPLC-FL 1,796 (Hattori y col., 1995); 
Hordeum vulgare L. Cebada Semillas RIA, HPLC-FL 0,3781 (Hattori y col., 1995) 
Oryza sativa L. Arroz Semillas RIA, HPLC-FL 1,006 (Hattori y col., 1995) 
Zea mays L. Maíz Semilla RIA, HPLC-FL 2 (Hattori y col., 1995) 
F
.S
. Prunus amygdolus Almendra Semilla RIA, HPLC-ECD 39 (Manchester y col., 2000) 









Medicago sativum Alfalfa Semilla HPLC-ECD 16 (Manchester y col., 2000) 
Lupinus albus Altramuz Raíz HPLC-FL 
16,2-
18,4 
(Arnao y Hernández-Ruiz, 
2007) 
Glycine max Soja 
  
4,4 (Zielinski y col., 2001) 
Lens sculenta Lenteja 
  
1,2 (Zielinski y col., 2001) 






Además, se ha determinado la cantidad de melatonina en plantas medicinales (Tabla 4) 
como la artemisa (Murch y col., 1997), hipérico (Murch y col., 2000), hinojo, anís 
(Manchester y col., 2000), y en hierbas medicinales chinas, donde los niveles de 
melatonina son considerablemente altos, pudiendo alcanzar hasta 3771 ng/g en el caso 
del Chan tui (Periostracum cicadae) o como en la planta de aloe vera (516 ng/g). Estas 
plantas son conocidas por sus propiedades antioxidantes, y su elevado contenido de 
melatonina puede potenciar sus efectos farmacológicos (Chen y col., 2003). 











Pimpinella anisum Anís Semilla HPLC-ECD 7 
(Manchester y col., 
2000) 
Foeniculum vulgare Hinojo Semilla HPLC-ECD 28 
(Manchester y col., 
2000) 
Tanacetum parthenium Artemisa 
Hojas 
verdes 
HPLC-ECD, RIA 2450 (Murch y col., 1997) 
Tanacetum parthenium Artemisa 
Hojas 
doradas 
HPLC-ECD, RIA 1920 (Murch y col., 1997) 
Ephedra campylopoda Efedrina Hojas HPLC, ELISA 0,178 (Zohar y col., 2011) 





Semilla HPLC-ECD 43 
(Manchester y col., 
2000) 
Hypericum perforatum Hipérico Hojas 
HPLC-ECD, 
LC-MS/MS 
1750 (Murch y col., 1997) 
Hypericum perforatum Hipérico Flores 
HPLC-ECD, 
LC-MS/MS 
4390 (Murch y col., 1997) 





HPLC-FL 3771 (Chen y col., 2003) 
Laurus nobilis Laurel Hojas HPLC, ELISA 8,331 (Zohar y col., 2011) 
Laurus nobilis Laurel Fruto HPLC, ELISA 3,71 (Zohar y col., 2011) 
Laurus nobilis Laurel Semilla HPLC, ELISA 6,06 (Zohar y col., 2011) 





Semilla HPLC-ECD 12 





Semilla HPLC-ECD 129 





Semilla HPLC-ECD 189 
(Manchester y col., 
2000) 
Coffe canephora Café robusta Granos HPLC/ESI-MS 5800-8000 
(Ramakrishna y col., 
2012) 
Coffe arabica Café arábica Granos HPLC/ESI-MS 6800-9600 
(Ramakrishna y col., 
2012) 






En la actualidad debido al gran interés que suscita esta neurohormona, se estudia el 
efecto del procesamiento de alimentos en los niveles de melatonina (Tabla 5) (de la 
Puerta y col., 2007; Guerrero y col., 2007; Maldonado y col., 2009; Rodríguez-Naranjo y 
col., 2011; Pothinuch y Tongchitpakdee, 2011) por ello se ha estudiado el contenido de 
melatonina en algunos alimentos procesados como son el aceite de oliva, el vino, la 
cerveza y zumos (de la Puerta y col., 2007; Maldonado y col., 2009; Rodríguez-Naranjo 
y col., 2011; Mena y col., 2012). 
Actualmente, la evidencia de que la melatonina es un compuesto bioactivo presente de 
forma natural en los alimentos, está suficientemente demostrada. Sin embargo, existe 
escasa literatura acerca de los niveles de melatonina en diferentes matrices 
alimentarias o de los métodos analíticos más adecuados para su cuantificación, así 
como los posibles efectos beneficiosos para la salud de su ingestión a través de la dieta. 
Tabla 5. Contenido de melatonina en alimentos procesados. 
Fuente: Elaboración propia. 
 
En base a los estudios llevados a cabo, se ha postulado que la melatonina puede ser un 
importante componente bioactivo de ciertos estilos dietéticos, tales como la dieta 
mediterránea (Iriti y col., 2010). La ingestión de productos alimenticios que contienen 
melatonina puede contribuir a aumentar los niveles séricos de este compuesto en 
animales, incluyendo el ser humano (Maldonado y col., 2009; Garcia-Parrilla y col., 
2009). Asimismo, se ha comprobado que una dieta con alimentos ricos en melatonina 
contribuye a aumentar la capacidad antioxidante del organismo, reduciendo la 
oxidación producida por los lípidos en el estómago, lo que ayuda a preservar la 








Vino tinto (Italia) HPLC-FL 0,5  (Mercolini y col., 2012) 
Vino tinto  EC 0,3  (Stege y col., 2010) 
Vino tinto (variedades) HLPC-MS/MS 74-424  (Rodríguez-Naranjo y col., 2011) 
Vino blanco (Italia) HPLC-FL 0,4  (Mercolini y col., 2012) 
Vino blanco  EC 0,16  (Stege y col., 2010) 
Vino blanco  HLPC-MS/MS 390,82  (Rodríguez-Naranjo y col., 2011) 
Cerveza Cervezas comerciales ELISA 0,52-1,70  (Maldonado y col., 2009) 
Aceite de 
oliva 
Virgen extra D.O. ELISA 0,71-1,19  (de la Puerta y col., 2007) 
Refinado ELISA 0,53-0,75  (de la Puerta y col., 2007) 
Aceite de 
girasol 





gástricas provocadas por el estrés (Brzozowski y col., 2005). Por otra parte, no se ha 
observado ningún efecto tóxico o adverso de la administración diaria de melatonina 
(10 a 300 mg) (Sánchez-Barceló y col., 2010), lo que puede alentar la administración a 
largo plazo en pacientes que sufren determinadas enfermedades; aunque son 
incompletos los estudios acerca de su absorción y biodisponibilidad (Reiter y col., 
2005).  
3.3. Biosíntesis de melatonina 
3.3.1. En vegetales 
La presencia de la melatonina en las plantas se detectó por primera vez en 1995 (Van 
Tassel y col., 1995; Dubbels y col., 1995; Hattori y col., 1995), desde entonces se han 
realizado numerosos estudios en plantas monocotiledóneas como en dicotiledóneas, 
incluyendo frutas, verduras, legumbres, cereales, semillas comestibles y hierbas 
medicinales (Murch y col., 1997; Manchester y col., 2000; Chen y col., 2003; Kolár y 
Macháckova, 2005).  
Las plantas son capaces de sintetizar melatonina sin embargo presenta algunas 
diferencias respecto a la biosíntesis en animales (Figura 4). En las plantas, la síntesis de 
serotonina es diferente, la primera reacción está catalizada por la acción de la 
triptófano descarboxilasa (TDC) que a partir de triptófano da lugar a triptamina, a 
continuación se produce la hidrólisis de triptamina a triptamina 5-hidroxilasa para dar 
lugar a la serotonina, mediante la triptófano hidroxilasa (T5H). Se ha observado que en 
las plantas el L-triptófano no sólo es precursor de serotonina, sino también del ácido 
indolacético (IAA) y de otras auxinas como por ejemplo indol-3 butírico (IBA) y ácido 
p-hidroxifenilacético. El IAA se puede sintetizar a través de tres vías diferentes, como 
se muestra en la imagen, primeramente a parir del ácido indol 3-piruvico (IPA), 
transformándose a continuación a ácido 3-indol acetaldehído (IAAId), en segundo 
lugar mediante indol 3-acetamida (IAM), y finalmente mediante indol 3-acetonitrilo 
(IAN). Alternativamente, el IAA puede también ser sintetizado a partir de triptamina 
catalizada por triptamina desaminasa (TDA) y este intermedio está directamente 
relacionado con la serotonina y la biosíntesis de melatonina. La vía dominante es la de 
triptófano a través del compuesto 5-hidroxitriptófano que da lugar a la serotonina y de 
N-acetilserotonina mediado por la enzima Serotonin N-acetiltransferasa (SNAT) y 
convertido a melatonina por la hidroxiindol metiltransferasa (HIOMT) mediante la 
ASNMT (acetilserotonina N-metiltransferasa) como donante grupo metilo. Sin 
embargo, a una cierta velocidad, la secuencia alternativa, serotonina a través de 5-








La presencia en plantas indica que también realiza diversas funciones (Figura 5). En 
base a los relevantes niveles detectados en las plantas, se ha sugerido que la 
melatonina puede desempeñar un papel importante en el sistema de defensa 
antioxidante de la planta, implicada en la protección contra factores ambientales 
adversos, como la sequía, la temperatura, etc y procesos endógenos que generan 
radicales libres. Asimismo, retrasa la senescencia de las hojas, ya que existen 
numerosos estudios que revelan este carácter protector cuando se aplican 
exógenamente agentes estresantes a las plantas (Arnao y Hernández-Ruiz, 2009a). Al 
igual que en animales, se ha relacionado con la regulación de los ritmos circadianos de 
las plantas, existe una evidencia de una oscilación similar diurna, afectando al ritmo 
bioluminscente y el fotoperiodo. También está relacionada con el crecimiento y 
desarrollo de las plantas, debido a su similitud estructural con la auxina (ácido 
indolacético, IAA), ya que ambos son derivados indólicos y es posible que realicen 








































































Figura 4. Síntesis de melatonina en plantas.  
Las flechas discontinuas representan reacciones alternativas descritas en casos particulares. 





absorber la melatonina del suelo o del medio de cultivo, a través de las raíces y 
transportarla, ya que muchos microorganismos contienen melatonina y su 
descomposición puede dar lugar a dicho compuesto (Paredes y col., 2009). 
 
 
3.3.2. En humanos 
La biosíntesis de la melatonina en los animales se inicia por la absorción del triptófano, 
aminoácido esencial, en las células del parénquima pineal, situado en la glándula 
pineal (en el cerebro). Está formada por células neuroepiteliales, entre las cuales se 
encuentran las células gliales y pinealocitos, produce la melatonina. La actividad de la 
glándula pineal depende de las condiciones lumínicas, la luz inhibe la producción y la 
oscuridad la aumenta, siendo la retina el punto de reconocimiento del estado lumínico 




Figura 5. Funciones de melatonina en plantas.     
Fuente: (Paredes y col., 2009). 
Protección contra la radiación 
UV-V (Hardeland, 1997; Kolár y 
Macháckova, 2005; Afreen y col., 
2006; Tan y col., 2007a) 
Protección contra el estrés 
oxidativo (Dubbels y col., 1995; 
Hardeland y col., 2001; Tan y col., 
2002) 
Fotoprotección (Tan y col., 2007c) 
Adaptación en ambientes hostiles 
(Dubbels y col., 1995; Tan y col., 
2007b; Tan y col., 2007c; Posmyk 
y col., 2008) 
Promoción crecimiento 
vegetativo (Murch y Saxena, 
2002b; Hernandez-Ruiz y col., 
2004; Arnao y Hernández-Ruiz, 
2007) 
Regulación ritmo circadiano  
(Kolár y col., 1997; Wolf y col., 
2001) 
Atenuación de la apoptosis 
(Lei y col., 2004) 
Regulación de la fisiología de la 
reproducción y desarrollo de la flor 
(Murch y Saxena, 2002a) 
Inhibición de la floración inducida por el 
fotoperiodo (Kolár y Macháckova, 2005)  
Retraso de la senescencia de las 
hojas (Arnao y Hernández-Ruiz, 
2009b) 
Contribución a un estado diferenciado en los 
tejidos de las frutas (Hardeland y Poeggeler, 
2003) 
Posible función en la maduración del fruto (Van 
Tassel y col., 2001; Hardeland y col., 2007) 
Protección del germen y de los tejidos reproductivos 
del daño oxidativo (Manchester y col., 2000; 
Burkhardt y col., 2001; Reiter y col., 2005) 
Favorece la germinación (Posmyk y col., 2008) 
Prolongación de la latencia de los tejidos 
germinales (Hardeland y Poeggeler, 2003) 
SEMILLA 
Regeneración de las raíces adventicias y laterales 
(Hernández‐Ruiz y col., 2005; Arnao y Hernández-Ruiz, 2006; 
Chen y col., 2009) 
Inhibición de la elongación de la raíz en altas concentraciones 
(Hernández‐Ruiz y col., 2005; Arnao y Hernández-Ruiz, 2006; Arnao y 





La síntesis de melatonina en humanos se realiza tal y como se resume en la Figura 6. 
 
 
Una vez producida, la melatonina pasa a la circulación sanguínea alcanzando una 
concentración de 0,5 nM como máximo, durante su acrofase (de 2:00 a 3:00) y es 
transportada en el plasma, parte unido a la albúmina (70%) y parte en forma libre 
(30%) que pasa a la saliva (Escames y Acuña-Castroviejo, 2009). La producción 
endógena normal se sitúa entre 28 y 30 μg/día (Lane y Moss, 1985; Short, 1993), 
alcanza unas concentraciones altas durante la noche, los valores en plasma oscilan 
entre 80 y 200 pg/mL dependiendo del individuo (Reiter, 1992) y concentraciones 
basales durante el día. Su vida media oscila entre 20 y 90 minutos (Illnerova y col., 






































Figura 6. Síntesis de melatonina en humanos. 






La melatonina, también se sintetiza en otras partes del cuerpo como el tracto 
gastrointestinal (Bubenik, 2002), la retina (Gern y Ralph, 1979), páncreas, ovarios, 
testículos, piel y medula ósea (Huether y col., 1992; Huether, 1993). Sin embargo, la 
melatonina sintetizada fuera de la glándula pineal escasamente pasa a la circulación, 
funciona localmente como una señal autocrina o paracrina (Pandi-Perumal y col., 
2006). Por este motivo, los niveles de melatonina tisulares son cientos de órdenes de 
magnitud mayores que los de plasma (Reiter y Tan, 2003). Ello refuerza la teoría de 
que la melatonina realice otras funciones además de la hormonal. A nivel 
gastrointestinal, la melatonina se produce en las células enterocromafines, pero 
también se puede obtener melatonina del plasma o del tubo digestivo. Aunque las 
concentraciones se mantienen moderadas, el tracto gastrointestinal debido a su tamaño 
puede contener hasta 400-500 veces más de melatonina que la glándula pineal 
(Bubenik, 2002; Hardeland y Pandi-Perumal, 2005). También se encuentra en altas 
concentraciones en la bilis y en la circulación enterohepática (Tan y col., 1999; Bubenik 
y col., 1999). 
3.4. Metabolismo  
Esta molécula se metaboliza principalmente en el hígado, donde se transforma en un 
compuesto hidrosoluble, la 6-hidroximelatonina (6-HMEL), por la acción de las 
enzimas del citocromo P450 (CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1) tras la conjugación con 
anión sulfato o ácido glucurónico, fácilmente excretada por la orina (95%) siendo el 
metabolito mayoritario en humanos el 6-sulfatoximelatonina (aMTs6). La enzima 
CYP2C1, también en el hígado, mediante o-dimetilación de la melatonina produce el 
compuesto N-acetilserotonina (NAS) representa el metabolito minoritario en humanos. 
Otro metabolito generado es la 3-hidroximelatonina cíclica (C3-OHM), que se forma 
tras la depuración de dos OH y éste puede ser considerado como un biomarcador de 
los niveles endógenos de OH (Ma y col., 2006). 
En la glándula pineal o en el sistema nervioso central, también se produce la 
conversión de melatonina en kinureninas mediante ruptura oxidativa del anillo 
pirrólico, por la acción de la enzima indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO) o a través de 
reacciones no enzimáticas por catálisis a través de oxiferrilhemoglobina, hemina o con 
interacciones especies reactivas de oxigeno: ●OH, ●O2-, H2O2, radicales orgánicos 
catiónicos y ●O2- y O3. En este caso, la melatonina se transforma en N1-acetil-N2-
formil-5-metoxikinuremina (AFMK), como metabolito secundario. Todo esto indica 
que AFMK es el metabolito central de la oxidación de melatonina en tejidos no 
hepáticos. Posteriormente por la acción de la arilamina formamidasa, la 
hemoperoxidasa (catalasa) o la liberación inducida por la luz UV de monóxido de 
carbono, se transforma en N1-acteil-5-metoxikinuremina (AMK), como metabolito 





compuestos, metabolitos activos, son metabolizados en tejidos específicos, también se 
forman en la piel y en otros tejidos periféricos, tanto por vía enzimática como no 
enzimática. Dos nuevos metabolitos han sido detectados en suero a partir de AMK, 
siendo O-AMK, como metabolito intermedio, y G-O-AMK, el metabolito final (Niu y 
col., 2010) (Figura 7).  
 
 
Es importante destacar que no solo la melatonina sino sus metabolitos son eficaces en 
reducir el daño producido por radicales libre, dando lugar a la cascada antioxidante 
(Hardeland y Pandi-Perumal, 2005). 
3.5. Biodisponibilidad 
Se conoce que la melatonina se absorbe rápidamente, alcanzando mayores niveles en 
plasma a los 30 minutos y 2 horas. El tiempo de vida media varía entre 10 y 60 
minutos, después de una administración exógena (Peuhkuri y col., 2012). 















































































Figura 7. Metabolitos derivados de la melatonina. 






parámetros farmacocinéticos (tiempo de vida media y biodisponibilidad) son 
uniformes y presentan pequeñas variaciones interindividuales. En comparación con 
los roedores, la biodisponibilidad de la melatonina en seres humanos es pobre. Un 
estudio realizado mediante la marcación con deuterio de melatonina utilizada como 
referencia, mostró que el consumo oral de melatonina fue inferior al 1% observándose 
diferencias entre ambos sexos, siendo la biodisponibilidad de melatonina en mujeres 
doble que la mostrada en hombres (Fourtillan y col., 2000). La baja biodisponibilidad 
de la melatonina parece ser debida a su paso por el hígado; sin embargo, cierta 
cantidad puede ser degradada por la CYP450 1B1 gastrointestinal. De esta forma, la 
melatonina puede participar en la circulación entero-hepática o puede ser utilizada por 
mecanismos no enzimáticos que incluyen una interacción con ROS/RNS. Se han 
detectado altos niveles de melatonina en bilis de ratas (Tan y col., 1999) y en el tracto 
biliar de seres humanos (Messner y col., 2001) lo que sugiere que parte del consumo 
oral puede alcanzar la circulación entero-hepática. 
Además de su baja biodisponibilidad, se han observado variaciones individuales, de 
hasta 37 veces, que pueden ser debidas a la diferente respuesta oral de los individuos 
tras la ingesta, como consecuencia de las propiedades heterogenéas de expresión de 
genes del citocromo P450C en seres humanos. Por lo tanto, para obtener un 
tratamiento adecuado, es preciso realizar la individualización de la dosis, es decir, 
ajustar la dosis en función de los niveles en plasma o saliva tras la administración de 
melatonina (Tan y col., 2007a). 
La interacción con otros compuestos puede influir en la biodisponibilidad de la 
melatonina, de manera que cuando ésta se suministra junto a 200 mg cafeína 
(equivalente a una taza de café), la biodisponibilidad se incrementa hasta el 140%, 
debido a que ambas moléculas son sustratos del CYP1A2 (Härtter y col., 2003). 
Además, si se administra melatonina junto a vitaminas E y C, se constata una mayor 
biodisponibilidad. El conocimiento de la farmacocinética de la melatonina y su 
interacción con otras sustancias puede ayudar a encontrar la dosis adecuada para cada 
situación e individuo (Tan y col., 2007a). 
Desde que se descubrió la presencia de melatonina en plantas superiores, se han 
ampliado las perspectivas sobre el estudio de la melatonina exógena como un 
componente natural de los alimentos. En este sentido, varias especies de 
plantas/cultivos han sido estudiadas como posibles fuentes de nutracéuticos, y/o 
suplementos dietéticos, que aporten cantidades significativas de melatonina en la 
dieta. Existe numerosa bibliografía de estudios clínicos sobre la biodisponibilidad de 
melatonina pura. También se dispone de investigaciones en animales sobre los efectos 
de la administración de la melatonina contenida en vegetales y algunos estudios en 





biodisponibilidad  de melatonina en fuentes naturales, como frutas y frutos secos, tal y 
como se refleja en la Tabla 6. 
Tabla  6. Estudios de biodisponibilidad de melatonina dietética.  
 
Ensayos Duración Dosis Efecto Referencia 
Animales 
Pollos 1,5 h 
3 ng /g Mel 
(maíz, sorgo, frijol y  
arroz) 
Incremento de 10 a 35 
pg/mL melatonina en 
suero 




1 g de nueces 
(Mel: 3,5-1 ng/g) 
Incremento de 
melatonina en plasma 






200g de cerezas 
(Prunus avium L.) 













naranja o piña 
Incremento hasta 50-200 
pg/mL 
(Sae‐Teaw y col., 
2013) 
Leyenda: h: hora, min: minutos; SD: ratas Sprague-Dawley;  Mel: Melatonina 
Fuente: Elaboración propia. 
 
3.6. Beneficios 
Debido a los distintos mecanismos de acción de la melatonina se le atribuyen diversas 
funciones con efectos muy diferentes, todas ello se describe más detalladamente a 
continuación. 
Regulación de los ritmos circadianos endógenos y circanuales, debido a la presencia 
del reloj interno (núcleo supraquiasmático del hipotálamo), que está sincronizado por 
los niveles lumínicos ambientales percibido por la retina y que extiende su 
sincronización al resto del organismo mediante la síntesis de melatonina, 
recíprocamente. Bajo fotoperiodos naturales, la duración del pico nocturno de 
melatonina es directamente proporcional a la duración del periodo de luz. El 
fotoperiodo cambia con las estaciones del año, siendo las noches más cortas en verano 
y más largas en invierno, como consecuencia la producción de melatonina es menor en 
verano y mayor en invierno. Los ritmos circanuales también regulan la reproducción 
estacional de distintas especies, así como la alimentación, migración, etc…, estos 
efectos forman parte de la sincronización que la hormona ejerce sobre las funciones 
biológicas (Reiter, 1993). La administración exógena de melatonina favorece su 
resincronización ante cambios ambientales regulando los ritmos de temperatura, el 
ciclo de sueño y vigilia, el nivel de alerta, entre otros procesos (Turek y col., 2001). La 





reducción del estado de alerta coincide con el aumento de la concentración de 
melatonina que circula en el plasma y con la producción de sueño. 
La European Food Safety Authority (EFSA) desde 2010 alega que la melatonina alivia 
los sentimientos subjetivos del jet-lag, para ello la dosis establecida es de 0,5-5 mg y 
debe tomarse antes de acostarse el primer día del viaje, y en días posteriores. Sin 
embargo, no se ha establecido una relación de causa-efecto en la alegación sobre la 
regulación del ciclo sueño-vigilia (EFSA, Panel on Dietetic Products Nutrition and 
Allergies (NDA), 2010). 
Anti-envejecimiento. Muchos estudios demuestran que la concentración plasmática 
de melatonina disminuye con la edad. El feto la recibe de la madre a través de la 
placenta (Escames y Acuña-Castroviejo, 2009), no se produce de forma rítmica hasta 
los 6 meses de vida extrauterina, cuando madura el sistema foto neuroendocrino. 
Durante las primeras semanas de vida, la melatonina pasa a través de la leche materna, 
hasta que comienza la producción rítmica. La producción y secreción de melatonina se 
mantiene hasta la pubertad, cuando disminuye de manera notable, para estabilizarse 
de nuevo hasta los 35-40 años. A partir de este momento, la producción decae y hacia 
los 55-75 años la amplitud del pico nocturno es suficientemente pequeña para no ser 
detectada, lo que condiciona la pérdida de la capacidad cronobiótica del individuo 
(Reiter, 1992) (Figura 8). Aunque se desconoce el mecanismo, uno de los numerosos 
factores que pueden explicarlo es debido a la pérdida de actividad de las enzimas 
encargadas de la síntesis de melatonina (Handerland y col., 2011). 
 
 
Figura 8. Concentración plasmática de melatonina según la edad.  





Acción inmunomuduladora. La interrelación entre la respuesta inmunitaria y el 
sistema nervioso, es debido a un eje de regulación neuroendocrino-inmunitario y de 
receptores para neurotransmisores en algunas células inmunitarias (Dubocovich y 
Markowska, 2005). El papel inmunomodulador de la melatonina está relacionado con 
su acción sobre los receptores específicos localizados en las células 
inmunocompetentes (Maestroni y col., 2002), así como la regulación de la 
hematopoyesis en la médula ósea (Maestroni, 2001). La administración exógena de 
melatonina aumenta la producción de anticuerpos (Maestroni y col., 1986) y disminuye 
las enfermedades autoinmunes (Carrillo-Vico y col., 2005). Asimismo, produce la 
activación de linfocitos y monocitos/macrófagos, impidiendo el desarrollo de tumores 
(Martins y col., 1998; Miller y col., 2006). 
Regulación hormonal. La melatonina tiene un papel importante en la regulación del 
sistema endocrino, destacando la regulación de la hormona liberadora de 
gonadotropina (GnRH), la estimulación de la secreción de oxitocina, la síntesis de 
progesterona, la regulación de cortisol y la producción de andrógenos (Schaeffer y 
Sirotkin, 1995; Balik y col., 2004; Tamura y col., 2008; Tamura y col., 2009).  
La melatonina tiene un efecto directo en el aparato reproductor femenino, donde 
regula la secreción de hormonas esteroideas. En mujeres embarazadas, se incrementa 
la concentración en plasma y estimula la producción de progesterona, mientras que en 
mujeres que presentan patrones alterados o niveles reducidos, puede ser la causa de 
complicaciones como el aborto, pre-eclampsia y la discapacidad neurológica neonatal 
(Tamura y col., 2008). También se ha detectado mayores niveles de melatonina en 
suero en mujeres con síndrome del ovario poliquístico, debido a una reducción en la 
absorción del folículo ovárico; altos niveles de melatonina son esenciales para el 
crecimiento del folículo, la ovulación y la calidad de los ovoocitos. Mientras que una 
reducción de las concentraciones de melatonina folicular puede ser la responsable de la 
anaovulación (Tamura y col., 2009). 
Acción oncostática. La melatonina presenta la capacidad de inhibir la proliferación 
de células cancerosas, debido a su acción antioxidante y su función 
inmunomuduladora. La administración de melatonina reduce el crecimiento tumoral y 
prolonga la supervivencia sobre todo en cánceres dependientes de hormonas 
reproductoras, como el cáncer mama y de ovario, así como en el cáncer de colon, es 
decir, aquellos pacientes con enfermedad oncológica presentan menor concentración 
de melatonina en sangre (Pandi-Perumal y col., 2008). 
Acción vascular. Se ha encontrado que la melatonina es un vasodilatador en la 
arteria mesentérica y aorta (Girouard y col., 2001) pero, por el contrario, en la arteria 





de la concentración utilizada, siendo a mayores concentraciones (10-10-10-7 M) un 
agente vasoconstrictor y a menores concentraciones (10-7-10-5 M) como vasodilatador 
(Doolen y col., 1998). Un uso potencial farmacológico de la melatonina puede ser como 
molécula antihipertensiva ya que reduce la presión arterial sistólica en los seres 
humanos (Gómez-Moreno y col., 2010; Paulis y col., 2010). 
Acción antioxidante. La melatonina es un importante antioxidante, destacando este 
aspecto debido a su importancia, esta información se detalla en el siguiente apartado. 
Otras. Numerosos estudios han indicado la importancia de la melatonina en la piel 
(Slominski y col., 2012), así como el efecto sobre el crecimiento del pelo (Fischer y col., 
2008). 
3.7. Mecanismo de acción antioxidante 
El estrés oxidativo se define como el resultado de un desequilibrio en el organismo 
entre la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS) y los sistemas de defensa 
antioxidantes, provocando daños a nivel tisular (Sies, 1997) y asociado con el origen de 
numerosas patologías (Maiese y col., 2010). 
Las especies reactivas son entidades químicas que, a bajas concentraciones, participan 
en la señalización celular; sin embargo, altos niveles tienen efectos nocivos. Se han 
descrito dos categorías de especies reactivas: los radicales libres y las especies no 
radicales (Beckman y col., 1994). Los radicales libres tienen uno o más electrones 
desapareados en su última capa orbital; por este motivo son muy inestables, altamente 
reactivos y de vida media corta (Halliwell, 2011). Pueden generar reacciones en 
cadena, transfiriendo electrones a moléculas vecinas, que a su vez pueden convertirse 
en radicales libres (Ilie y Margina, 2012). Entre las ROS más importantes cabe destacar 
los aniones superóxido (O2-), los radicales hidroxilo (·OH), radical alcohoxilo (RO•), 
radical peroxilo (ROO•). Otras especies reactivas de importancia biológica son las que 
derivan del nitrógeno (RNS) como el óxido nítrico (NO•), entre otros (Halliwell, 1994). 
Dentro de las especies no radicales, existen moléculas como el peróxido de hidrógeno 
(H2O2) y el peroxinitrito (ONOO-), que en sentido estricto no son radicales libres, 
también poseen gran capacidad de reacción y, a altas concentraciones, pueden 
ocasionar daño oxidativo. Además, existen otras especies reactivas que implican al 
cloro, hierro, cobre y azufre (Halliwell, 2011).  
Además, las ROS ejercen un importante papel preventivo frente a las infecciones ya 
que constituyen parte del mecanismo de defensa de las células fagocitarias (He y col., 
2007), es decir, tienen funciones fisiológicas, pero en exceso pueden producir daño al 
oxidar diversas moléculas orgánicas. Por esta razón, el organismo dispone de un 





generada durante los procesos redox celulares, (Sies, 1997; Halliwell, 2006; Veskoukis y 
col., 2012). En función de su origen los antioxidantes pueden clasificarse en exógenos 
(provienen de la dieta) y endógenos (sintetizados por el propio individuo). Por otro 
lado, también se pueden clasificar en antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos 
actúan sistemáticamente para captar radicales libres. Los antioxidantes enzimáticos 
constan de la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatión peroxidasa 
(GPX) y glutatión reductasa (GR). Este sistema es la principal defensa frente a los ROS 
in vivo (Figura 9). Pueden catalizar la reacción para descomponer los radicales de anión 
superóxido en H2O2, que será convertido en agua y oxígeno a través de CAT o GPx 
(Peng y col., 2014).  
 
Figura 9. Principales sistemas de defensa antioxidantes enzimáticos in vivo. 
Fuente: (Peng y col., 2014). 
El sistema de defensa antioxidante no enzimático, es el segundo sistema de defensa 
frente a los radicales libres, no sólo pueden proporcionar una proporción directa 
contra el daño oxidativo sino que también pueden mejorar de manera sinérgica la 
función de los antioxidantes endógenos. En este grupo se encuentran el glutatión 
(GSH) y la coenzima Q10, también las vitaminas C y E, aunque en determinadas 
circunstancias pueden actuar como prooxidantes (Weinberg y col., 2001). Además de 
las vitaminas, existen muchas moléculas que actúan como antioxidantes no 
enzimáticos, tales como los compuestos fenólicos y los carotenoides presentes de forma 
natural en los alimentos. Estudios epidemiológicos relacionan un alto consumo de 
frutas y verduras con la prevención de diversas enfermedades, debido a la presencia 
de estos compuestos (Dueñas y col., 2002); no obstante, algunos autores proponen que 
los antioxidantes exógenos no generan tanta protección frente al daño oxidativo como 
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Los mecanismos de acción de la melatonina son muy diversos (Figura 10), 
esquemáticamente se pueden dividir en dos, aquellos que están mediados por su 
unión a un receptor, de membrana o nuclear, y aquellos que se realizan de forma 
independiente al receptor, como la interacción de proteínas intracelulares y la 
actividad antioxidante a través de los cuales ejercen sus funciones en mamíferos 
(Guerrero y col., 2007; Fernández-Montesinos y col., 2010).  
La diversidad de respuesta de la melatonina en el cuerpo es atribuida al hecho de que 




En este sentido, la melatonina es un potente antioxidante endógeno,  debido a su alta 
eficacia y papel protector frente a los radicales libres (ROS) y las especies reactivas de 
nitrógeno (RNS) (Gómez-Moreno y col., 2010). Dentro de los ROS protege frente al 
radical anión superóxido (O2),hidroxilo (OH●), alcoxil (RO●),  radical peroxilo (ROO●) 
e hidroperoxil (HOO●) dentro de los RNS incluye el peroxinitrilo (ONOO), óxido 
nítrico (NO●)y dióxido nitrógeno (NO2) (Galano y col., 2011).También puede depurar 
el peróxido de hidrogeno (H2O2) y el ácido hipocloroso (HClO) (Tan y col., 
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Figura 10. Mecanismo de acción de la melatonina. 





anfipático, la molécula de melatonina es capaz de cruzar las barreras fisiológicas y por 
lo tanto, reducir el daño oxidativo en distintos compartimentos celulares (Bonnefont-
Rousselot y Collin, 2010). 
Por otro lado, también es capaz de estimular la actividad y expresión de otros sistemas 
antioxidantes, protegiendo del daño oxidativo por vía indirecta, a través de la 
activación de enzimas antioxidantes endógenos como la superóxido dismutasa (SOD), 
catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx), glutatión reductasa (GR) (Chen y col., 
2013; Tamura y col., 2014). Asimismo, se ha demostrado que no sólo es la melatonina 
sino también los metabolitos que se forman durante estas interacciones (AFMK, AMK) 
son excelentes captadores de radicales libres (Galano y col., 2013).  
De esta manera, su eficacia es mucho mayor que si actuara de forma independiente, 
como ocurre con la mayoría de antioxidantes (Reiter y col., 2000). Además es capaz de 
potenciar el efecto de otros antioxidantes naturales, gracias al grupo N-acetil, ya que 
posee acción sinérgica con la vitamina E y C (Reiter y col., 2003). Asimismo, tiene la 
capacidad de quelar metales, protegiendo a las células de los daños causados por los 
mismos (Rodríguez y col., 2004; Sofic y col., 2005; Handerland y col., 2011). 
Los daños producidos por especies reactivas pueden acumularse en el tiempo e inducir 
daño celular, oxidando ácidos nucleicos, lípidos y proteínas (Halliwell y Gutteridge, 
1999; Ilie y Margina, 2012), lo que conlleva  al desarrollo de importantes alteraciones 
funcionales de tejidos y órganos. Esta pérdida funcional debido al estrés oxidativo 
suele asociarse al proceso de envejecimiento, pero también han sido implicados en el 
desarrollo de muchas patologías incluyendo enfermedades cardiovasculares, diabetes, 
algunos tipos de cáncer, y enfermedades neurodegenerativas (Duplain y col., 2008; 
Puddu y col., 2009; White y col., 2010; Halliwell, 2011; Lenaz, 2012; Dikalov y 
Nazarewicz, 2013). La incidencia de estas enfermedades crónicas representa un 31% en 
enfermedades cardiovasculares, un 23% en cáncer, y un 7% en enfermedades 
cerebrovasculares. Hasta un 60% de mortalidad es atribuible a enfermedades 
relacionadas con la alimentación. 
Debido a la potente acción antioxidante de la melatonina, su aplicación médica es 
posible para la prevención o tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés 
oxidativo como son las enfermedades neurodegenerativas tales como Alzheimer 
(Brusco y col., 1998; Wu y Swaab, 2005), Parkinson (Tan y col., 2003), esclerosis 
múltiple, pérdida de memoria y depresión aunque todavía está en estudio (Coto-
Montes y col., 2012). Otras enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo son la 
DM, aunque los efectos farmacológicos no han sido demasiado estudiados, pero se 
conoce que la melatonina influye directamente en la glucosa y la secreción de insulina 





insulina durante el día, cuando la secreción de melatonina disminuye (Boden y col., 
1996). 
Con el objetivo de frenar este problema de salud pública y reducir los gastos 
económicos generados, los países deben disponer de sistemas y servicios para 
promover la cobertura sanitaria universal y apoyar modos de vida saludables que 
ayuden a prevenir y controlar la incidencia de estas enfermedades, de esta forma se 
puede prevenir o retrasar la aparición de enfermedades crónicas, mejorando así la 
calidad de vida hasta el envejecimiento.  
Se han realizado gran cantidad de estudios, tanto in vitro como in vivo, sobre los efectos 
directos e indirectos que tiene la melatonina administrada de forma pura (Tabla 7).   




Duración Dosis Efecto Referencia 
SD 
gestantes 
1,2 y 3 h 10 mg/kg peso 
La administración de Mel 
exógena a la madre 
aumenta la AOX de la 
descendencia 
(Okatani y col., 2000) 
SDmacho 12 s 
0,4 µg/mL en 
agua 
Disminución peso 
corporal, tejido adiposo 
abdominal, leptina en 
plasma e insulina 




6s 10 mg/mL 
Reduce inflamación renal 
y presión arterial 
(Nava y col., 2003) 
SD 
macho 
8 s 0,2µg/mL Control peso (Puchalski y col., 2003) 
WKY 
macho 
9 s 25µg/mL 
Reducción insulina, 
glucosa y triglicéridos 




Estabiliza lo niveles de 
Mel en edad avanzada 
(Delgado y col., 2013) 
Leyenda: h: hora, d: días, s: semanas; SD: ratas Sprague-Dawley; WKY: ratas Wistar Kyoto; SHR: 
ratas espontáneamente hipertensas; Mel: melatonina 










Por todo lo anteriormente expuesto, resulta muy interesante avanzar en el 
conocimiento del proceso de germinación. Los alimentos germinados se están 
introduciendo en la dieta actual debido a su destacada composición nutricional, ya 
que, son fuente de proteínas, bajos en carbohidratos y ricos en vitaminas y minerales. 
A pesar de la gran cantidad de estudios realizados en estos alimentos, puesto que la 
germinación incrementa el contenido de compuestos bioactivos, apenas se conoce 
acerca de la biodisponibilidad de melatonina. Este trabajo aborda de forma novedosa 
este aspecto, es decir, no existen investigaciones anteriores que utilicen esta estrategia 
para incrementar el contenido de melatonina y ser una fuente dietética, así como 
contribuir sobre la capacidad antioxidante siendo una alternativa a la administración 
de preparados farmacéuticos (preparados galénicos). Esta melatonina dietética puede 
ser una fuente potencial natural, no sólo para incrementar los contenidos plasmáticos, 
















II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
El proceso de germinación permite mejorar el valor nutricional de las legumbres. La 
germinación incrementa el contenido de nutrientes y compuestos bioactivos con 
beneficios para la salud incluyendo antioxidantes de distinta naturaleza. Por tanto, los 
consumidores actuales, que demandan alimentos más nutritivos y saludables, han 
incorporado a su dieta brotes de semillas de legumbres alcanzando éstas una gran 
popularidad. Se requieren de más estudios para profundizar en el contenido de 
compuestos beneficiosos para la salud en germinados. El presente estudio representa 
un avance en el conocimiento de esta temática.  
A la melatonina y sus metabolitos se le asocian propiedades antioxidantes entre otras 
propiedades beneficiosas. Existe interés en la búsqueda de fuentes dietéticas de 
melatonina. Una dieta rica en melatonina podría contribuir a incrementar la defensa 
antioxidante in vivo y proteger al organismo de procesos nocivos asociados al estrés 
oxidativo. 
La germinación puede considerarse como una estrategia agronómica eficaz para 
incrementar el contenido en fitoquímicos beneficiosos para la salud en legumbres, en 
los cuales podría encontrarse la melatonina. Consecuentemente el incremento de su 
contenido dietético favorecerá la biodisponibilidad y contribución a la defensa 
antioxidante in vivo. Para demostrar esta hipótesis nos planteamos los siguientes 
objetivos principales:  
1. Evaluar la eficacia del uso de la germinación como estrategia agronómica 
eficaz para incrementar el contenido de melatonina dietética en legumbres 
convencionales y hortalizas.  
2. Determinar la biodisponibilidad in vivo de melatonina del extracto obtenido de 
germinados y su contribución para mejorar la defensa antioxidante plasmática.  
Para alcanzar estos objetivos generales se plantearon los siguientes objetivos 
específicos:  
1. Evaluar la influencia del proceso de germinación sobre los compuestos 
bioactivos más representativos y las propiedades antioxidantes presentes en 
cuatro especies de legumbres no convencionales para incrementar la utilidad 
de estas semillas. 




2. Estudiar el poder antirradicálico de distintos patrones antioxidantes de 
referencia presentes en alimentos vegetales para comprender sus mecanismos 
de acción, incluyendo el compuesto melatonina. 
3. Determinar el contenido de melatonina en especies de semillas comestibles y 
sus germinados así como su capacidad antioxidante para conocer la posible 
contribución de la melatonina en la actividad antirradicálica de las semillas 
germinadas.  
4. Seleccionar las mejores condiciones de germinación (12h luz/12h oscuridad o 
24h oscuridad) durante 3, 6, y 8 días en dos legumbres comunes (lenteja y 
judía) para la consecución de germinados de leguminosas con altas 
concentraciones de melatonina.  
5. Obtención de un extracto de germinados de leguminosas rico en melatonina y 
alto carácter antioxidante a partir del diseño de un proceso de germinación en 
el que el agua de riego se enriquece con melatonina. 
6. Evaluar la biodisponibilidad de la melatonina presente en un extracto de judía 
germinada mediante un ensayo in vivo. 
Para alcanzar todos estos objetivos se planteó el plan de trabajo que se resume de 
manera esquemática en la figura 11.  
 









































Leyenda: h: horas; osc.: oscuridad; Mel: melatonina; CFT: compuestos fenólicos totales, CFU: 
compuestos fenólicos unidos, CFL: compuestos fenólicos libres, CAT: catequinas, cap.: 
capacidad  
 

































Germinados y antioxidantes 
Publicación I 
Condiciones germinación: 12h luz/12h osc.; 
Tª: 25 ºC; Tiempo: 4 días 
CFT, CAT y proantocianidinas;  
Inhibidores enzimáticos (α-amilasa, proteasas); 
Cap. Antioxidante: DPPH, FRAP 
Legumbres no convencionales 
Legumbres y hortalizas convencionales 
Germinados Comerciales Publicación II 
Melatonina;  
CFT, CAT, proantocianidinas;  
Cap.antioxidante: DPPH, FRAP, ORAC 
 
Germinados y melatonina 
Publicación II 
Legumbres convencionales 
Condiciones germinación: 12h luz/12h osc. 
vs 24h osc.; Tª: 20 ºC; tiempo: 3,6 y 8 días 
Melatonina;  
CFT, CFL, CFU;  
Cap. Antioxidante: ORAC 
 
Condiciones germinación: 24h osc. + 20µM 




CFT, CFL, CFU;  
Cap. Antioxidante: ORAC 
 
Endospermo Cutícula Radícula 
  



















Leyenda: h: horas; osc.: oscuridad; Mel: melatonina; CFT: compuestos fenólicos totales, CFU: 
compuestos fenólicos unidos, CFL: compuestos fenólicos libres, CAT: catequinas, cap.: 
capacidad  
 









(Phaseolus vulgaris L.) 
Ratas Sprague Dawley (n=8) 
Melatonina, aMT6S, serotonina,  
CFT;  
Cap.antioxidante: ORAC, FRAP 
Publicación V 
Condiciones germinación: 24h osc. + 20µM 













En esta sección se exponen los resultados más relevantes obtenidos durante el 
desarrollo de la presente Tesis Doctoral que se recogen en 5 artículos de investigación 
publicados en revistas científicas incluidas en el Science Citation Index (SCI). 
Previo a la realización de la presente investigación no existía información disponible 
en relación al contenido de melatonina en germinados, y de su biodisponibilidad in 
vivo. La composición de la matriz alimentaria puede significativamente afectar a la 
biodisponibilidad de fitoquímicos alimentarios reduciendo o potenciando sus efectos. 
Los estudios in vitro deben ser completados con estudios in vivo para demostrar el 
significado biológico de los componentes alimentarios en la salud. La presente 
Memoria aporta información nueva en este sentido. 
Para la realización de la presente Memoria se han utilizado diferentes variedades de 
leguminosas pertenecientes a la misma familia Leguminosae (Fabaceae), empleando 
legumbres convencionales y no convencionales. En primer lugar, se planteó como 
principal objetivo evaluar el comportamiento de los compuestos bioactivos más 
representativos presentes en legumbres germinadas, así como su contribución a la 
actividad antioxidante (Publicación I). Para ello se utilizaron legumbres no 
convencionales como Vigna unguiculata (cowpea), Canavalia ensiformis (jack bean), 
Lablab purpureus (dolichos), y Stizolobium niveum (mucuna) todas ellas de origen 
tropical. Tras la germinación, se incrementó la presencia de compuestos fenólicos 
totales, catequinas y proantocianidinas, acompañadas por un aumento general de la 
actividad antioxidante; por otro lado, los inhibidores de proteasas y lectinas que 
fueron detectados en las semillas de leguminosas, sufrieron descensos significativos 
tras la germinación. Por lo tanto, se observó que con el proceso de germinación se 
aumentaba el valor nutritivo de las legumbres estudiadas así como su capacidad 
antioxidante debido a una reducción de los compuestos no nutricionales y un aumento 
de los compuestos fenólicos, respectivamente. El alto carácter antioxidante que 
presentaban las leguminosas germinadas, hizo plantear si podrían estar presentes 
otros compuestos bioactivos antioxidantes que contribuyeran al aumento de esta 
actividad.  
Por esta razón, en el siguiente estudio (Publicación II) se planteó la evaluación del 
poder antirradicálico de distintos patrones antioxidantes de referencia presentes en 
alimentos vegetales para comprender sus mecanismos de acción, incluyendo el 
compuesto melatonina. De esta investigación, se observó que este componente aunque 
posee bajo poder antirradicálico in vitro, su tiempo de acción es corto, por lo que 




germinación. Para ello, en este trabajo se aporta nueva información relativa al 
contenido de melatonina en vegetales germinados de leguminosas (alfalfa, lenteja y 
soja verde) y hortalizas (cebolla, brócoli, col roja y rabanito) comercializadas en el 
mercado actualmente. La concentración de melatonina fue variable dependiendo de las 
distintas especies analizadas exhibiendo un incremento significativo durante la 
germinación. Asimismo, este proceso provocó un incremento significativo de la 
capacidad antioxidante, exhibiendo altas correlaciones con los compuestos fenólicos y 
la melatonina (r= 0,90-0,98, p < 0,01), contribuyendo así a la alta actividad anti-
rradicálica expuesta por las semillas germinadas (hasta 97%). A la vista de los 
resultados expuestos en esta publicación, se marcó como próximo objetivo seleccionar 
las mejores condiciones lumínicas de germinación para lograr altas concentraciones de 
melatonina en germinados de leguminosas, lo que se traduciría en germinados de alto 
valor antioxidante ricos en compuestos bioactivos con posibles usos como ingredientes 
en la industria alimentaria.  
Las condiciones de germinación tales como la iluminación tienen un gran impacto en 
los cambios en la composición química del alimento. Para ello se plantearon dos 
condiciones diferentes de iluminación durante la germinación (12h luz/12 h oscuridad 
vs. 24 h oscuridad) en lentejas (Lens culinaris L.) y judías (Phaseolus vulgaris L.), ya que 
se ha estudiado que la melatonina se sintetiza en mayores concentraciones durante la 
oscuridad (Publicación III). De este modo, el contenido de melatonina se incrementó 
significativamente (p < 0,05) tras 6 días de germinación bajo 24 h de oscuridad para 
ambas leguminosas. A partir de los resultados obtenidos se seleccionó para futuros 
estudios, un proceso de germinación realizado en su totalidad en oscuridad, ya que 
eran las mejores condiciones para lograr mayores contenidos de melatonina y 
compuestos fenólicos. La capacidad antioxidante aumentaba según avanzaba el 
proceso de germinación, pudiendo ser debido a la acumulación de compuestos de alto 
carácter antioxidante provenientes de la degradación de melatonina así como de la 
activación de distintas cascadas enzimáticas antioxidantes. A pesar de obtener altas 
concentraciones de melatonina en el sexto día de germinación, el siguiente objetivo a 
plantear fue aumentar en mayor proporción la concentración de este compuesto, para 
así obtener un extracto rico en melatonina que pudiera ser relevante desde el punto de 
vista fisiológico.  
Para lograr dicho propósito se diseñó un proceso de germinación, donde el agua de 
riego se enriqueció con melatonina, estudiando sus niveles a lo largo del proceso en 
lentejas (Lens culinaris L.) y judías (Phaseolus vulgaris L.) (Publicación IV). Los primeros 
resultados obtenidos mostraron aumentos significativos de la concentración de 
melatonina, siendo más destacados entre el sexto y octavo día, y localizándose 
principalmente en la parte más externa de la semilla, la cubierta. Los niveles 





publicación, acompañados por mayores niveles de capacidad antioxidante, lo que se 
traduce en la obtención de un extracto con alto carácter antioxidante capaz de mejorar 
esta actividad en sangre. Esta hipótesis se plantea como objetivo en la última 
publicación abordada en esta Memoria: evaluar la biodisponibilidad de la melatonina 
presente en un extracto de judía germinada mediante un ensayo in vivo (Publicación 
V). 
Para comprobar la efectividad de los germinados como fuente biodisponible de 
melatonina y su contribución a la defensa antioxidante se realizó un estudio in vivo 
empleando como modelo animal ratas Sprague Dawley suministrando el extracto de 
judía germinada obtenido anteriormente (Publicación V). Los resultados ponen de 
manifiesto que los niveles plasmáticos de melatonina se incrementaron después de la 
ingestión de este extracto en comparación con sus niveles basales. Este aumento está 
correlacionado con el contenido en orina de 6-sulfatoximelatonina, principal 
metabolito de degradación de melatonina de mayor capacidad antioxidante que ésta. 
A pesar de no encontrar aumentos significativos de la actividad antioxidante 
plasmática es posible que el suministro prolongado de fuentes ricas en melatonina 
puedan mejorar los sistemas de defensa antioxidantes en la prevención de 
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. 
Los resultados de este estudio han dado lugar a cinco publicaciones: 
Publicación I. Cambios en factores no nutricionales y la actividad antioxidante 
durante la germinación de legumbres no convencionales 
Publicación II. Estimación de la capacidad antioxidante de la melatonina y otros 
antioxidantes: Contribución y evaluación en semillas germinadas 
Publicación III. Efecto de la iluminación en el contenido de melatonina, compuestos 
fenólicos y actividad antioxidante durante la germinación de lentejas (Lens culinaris L.) 
y judías pintas (Phaseolus vulgaris L.) 
Publicación IV. Impacto del enriquecimiento de melatonina durante la germinación 
sobre compuestos bioactivos y actividad antioxidante 
Publicación V. El consumo de germinados de judía influye sobre la melatonina y 










Publicación I. Cambios en factores no nutricionales y la actividad antioxidante 
durante la germinación de legumbres no convencionales 
Yolanda Aguilera, María Felicia Díaz, Tania Jiménez, Vanesa Benítez, Teresa 
Herrera, Carmen Cuadrado, Mercedes Martín-Pedrosa, and María A Martín-
Cabrejas. Changes in Nonnutritional Factors and Antioxidant Activity during 
Germination of Nonconventional Legumes.J. Agric. Food Chem. 2013, 61, 8120−8125 
RESUMEN 
 
El presente estudio describe los efectos de la germinación sobre los factores 
antinutricionales y la actividad antioxidante en legumbres no convencionales Vigna 
unguiculata (cowpea), Canavalia ensiformis (jack bean), Lablab purpureus (dolichos), y 
Stizolobium niveum (mucuna). Inhibidores de proteasa y lectinas fueron detectados en 
las semillas de leguminosas, sufriendo descensos significativos durante el proceso de 
germinación. Además, se incrementó la presencia de fenoles totales, catequinas y 
proantocianidinas, acompañadas por un aumento general de la actividad antioxidante. 
Por lo tanto, la germinación ha mostrado ser un proceso muy efectivo para reducir los 
factores antinutricionales de estas leguminosas no convencionales, así como para 
aumentar la concentración de compuestos fenólicos bioactivos y su actividad 
antioxidante. Por esta razón, podrían ser utilizados como ingredientes para obtener 































Publicación II. Estimación de la capacidad atrapadora de radicales de la melatonina 
y otros antioxidantes: contribución y evaluación en semillas germinadas 
Yolanda Aguilera, Teresa Herrera, Vanesa Benítez, Silvia M. Arribas, Ángel L. López 
de Pablo, Rosa M. Esteban, María A. Martín-Cabrejas. Estimation of scavenging 
capacity of melatonin and other antioxidants: Contribution and evaluation in 
germinated seeds. Food Chemistry. 2015, 170, 203–211 
RESUMEN 
En siete semillas germinadas comerciales se evaluaron los niveles de melatonina, 
compuestos fenólicos y su capacidad antioxidante. Asimismo, se midió el poder 
antirradicálico de patrones antioxidantes para comprender sus mecanismos de acción. 
La germinación provocó un incremento significativo sobre el total de los compuestos 
fenólicos en todas las semillas estudiadas, mostrando la col roja, rabanito y brócoli los 
mayores contenidos (21,6; 20,4 y 16,4 mg GAE/g m.s., respectivamente). La 
concentración de melatonina es muy variable en las semillas estudiadas, exhibiendo un 
incremento significativo durante la germinación. Los niveles más altos fueron 
encontrados en col roja (857 pg/g m.s.), rabanito (536 pg/g m.s.) y brócoli (439 pg/g 
m.s.). Las semillas germinadas con elevados niveles de polifenoles y melatonina 
mostraron una relevante actividad antirradicálica (>97%). Esta información resulta ser 
útil para la incorporación semillas germinadas de col roja, rabanito y brócoli en la dieta 



















































Publicación III. Efecto de la iluminación en el contenido de melatonina, compuestos 
fenólicos y actividad antioxidante durante la germinación de lentejas (Lens culinaris 
L.) y judías (Phaseolus vulgaris L.) 
Yolanda Aguilera, Rosa Liébana, Teresa Herrera, Miguel Rebollo, Carlos Sanchez-
Puelles, Vanesa Benítez, María Ángeles Martin-Cabrejas. Effect of illumination on the 
content of melatonin, phenolic compounds and antioxidant activity during 
germination of lentils (Lens culinaris L.) and kidney beans (Phaseolus vulgaris L.).J. Agric. 
Food Chem. 2014, 52, 10736-10743 
RESUMEN 
El estudio muestra el efecto de dos diferentes condiciones de iluminación durante la 
germinación (12h luz/12 h oscuridad vs. 24 h oscuridad) en lentejas (Lens culinaris L.) y 
judías (Phaseolus vulgaris L.) sobre el contenido de melatonina y compuestos fenólicos, 
además de la actividad antioxidante. La germinación produce un incremento relativo 
en el contenido de melatonina y sobre la actividad antioxidante, mientras que los 
niveles de compuestos fenólicos se reducen. Se observa un elevado contenido de 
melatonina tras 6 días de germinación bajo 24 h de oscuridad para ambas leguminosas. 
Las semillas de leguminosas germinadas con mejores niveles de melatonina 
desempeñan un papel protector contra los radicales libres. Por lo tanto, teniendo en 
cuenta la actividad antioxidante de la melatonina, estos germinados podrían ser 
incluidos en la dieta, siendo una estrategia alimentaria preventiva en la lucha contra 








































Publicación IV. Impacto del enriquecimiento de melatonina durante la germinación 
sobre los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante 
Yolanda Aguilera, Teresa Herrera, Rosa Liébana, Miguel Rebollo-Hernanz, Carlos 
Sánchez-Puelles, María A. Martín-Cabrejas. Impact of melatonin enrichment during 
germination of legumes on bioactive compounds and antioxidant activity.J. Agric. Food 
Chem. 2015, 63, 7967-7974 
RESUMEN 
En este estudio se evalúa el impacto del riego con melatonina enriquecida sobre la 
germinación de lentejas (Lens culinaris L.) y judías (Phaseolus vulgaris L.). Los niveles de 
melatonina en germinados de lenteja y judía medidos por HPLC-MS/MS fueron más 
importantes que los encontrados en otras legumbres, siendo mayores en los 
germinados de lenteja (1090 ng/g m.s.) que en judía (529 ng/g m.s.). Las condiciones 
en las que se lleva este proceso de germinación promueven un incremento significativo 
en el desarrollo de radículas en comparación con la germinación tradicional. 
Asimismo, se observó un descenso menos acusado durante la germinación de los 
compuestos fenólicos que los observados previamente (germinados de lenteja 394 mg 
(GAE)/100 g m.s.), probablemente debido al efecto protector de la melatonina. La 
actividad antioxidante (ensayo de capacidad de absorción de radicales de oxígeno) se 
incrementó en estos germinados, alcanzando 85 y 56 µmol Trolox equivalentes /g m.s. 
en lentejas y judías,  respectivamente. Por lo tanto, los germinados enriquecidos de 
melatonina exhiben un potente carácter antioxidante que podrían ser usados como 
herramienta nutricional para prevenir enfermedades crónicas y enfermedades 




































Publicación V. El consumo de germinados de judía influye sobre la melatonina y 
capacidad antioxidante como biomarcadores de niveles en ratas 
Yolanda Aguilera, Miguel Rebollo‐Hernanz, Teresa Herrera, L. Tábata Cayuelas, Pilar 
Rodríguez‐Rodríguez, Ángel L. López de Pablo, Silvia M. Arribas, María A. 
Martín‐Cabrejas. Intake of bean sprouts influences melatonin and antioxidant capacity 
biomarkers levels in rats. Food Funct. 2016, Mar 16; 7(3): 1438-45.  
doi: 10.1039/c5fo01538c. 
RESUMEN 
La melatonina es una hormona antioxidante endógena, que se reduce a lo largo de la 
vida, asociándose bajos niveles con algunas enfermedades crónicas. La germinación de 
las leguminosas incrementa los niveles de melatonina en plantas, obteniéndose 
germinados como una fuente alimentaria de esta hormona. Sin embargo, la 
información sobre su biodisponibilidad después de su consumo es insuficiente. El  
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto en ratas de la ingesta de germinados de 
judía en los niveles plasmáticos, así como la concentración de metabolitos secundarios 
derivados de la melatonina (6-sulfoximelatonina), compuestos fenólicos totales y 
capacidad antioxidante total. Además, se comparó la biodisponibilidad del plasma 
derivada de germinados de judía frente al consumo melatonina sintética. Se les 
administraron extractos acuosos de judías germinadas (6 días). Se utilizaron ratas 
macho jóvenes Sprague Dawley, obteniéndose muestras de sangre y orina antes y 
después de 90 min de la administración de extracto de germinado de judía a través de 
una sonda nasogástrica. Los niveles plasmáticos de melatonina incrementaron después 
de la ingestión (16%, p < 0,05). Este incremento esta correlacionado con el contenido en 
orina de 6-sulfatoximelatonina, el principal biomarcador de niveles plasmáticos de 
melatonina (p < 0,01). Sin embargo, los niveles de compuestos fenólicos y capacidad 
antioxidante no mostraron ninguna variación significativa. La comparación de 
biodisponibilidad entre el contenido de melatonina en germinados de judía y la 
solución sintética evidenciaron una ligera elevación de niveles de melatonina 
plasmáticos (17%) en ratas alimentadas con la solución sintética de melatonina. Se 
concluye que los germinados de judía podrían ser una buena fuente de melatonina y 
otros compuestos bioactivos en la dieta, debido a los efectos beneficiosos que tienen 



















































IV. DISCUSIÓN GENERAL 
La presente Memoria aporta información novedosa relativa a la presencia de 
compuestos bioactivos, destacando la presencia de la melatonina, a través del proceso 
de germinación en semillas de legumbres y hortalizas, y su capacidad antioxidante 
(Publicaciones I, II, III y IV). Asimismo, se realizó un estudio de la biodisponibilidad de 
melatonina en semillas de legumbres germinadas en animales de experimentación 
para evaluar e interpretar los posibles efectos tras la ingesta de un extracto rico en 
melatonina y su comparación con melatonina pura (Publicación V).  
Los compuestos bioactivos o fitoquímicos son productos del metabolismo secundario 
de las plantas, de gran interés puesto que su consumo está asociado con efectos 
protectores de la salud. La germinación puede considerarse como una estrategia 
agronómica  para mejorar la calidad nutricional de legumbres, debido al incremento de 
compuestos bioactivos.  
Para desarrollar el primer objetivo propuesto en la presente Memoria, se ha evaluado 
la influencia del proceso de germinación durante un periodo de 4 días bajo condiciones 
lumínicas de 12h luz/12h oscuridad, en legumbres no convencionales (Vigna 
unguiculata, Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens y Lablab purpureus) sobre los 
compuestos bioactivos más representativos, como son los compuestos fenólicos e 
inhibidores enzimáticos para incrementar la utilidad de estas semillas y su posible 
incorporación en la dieta (Publicación I). Se constató que las semillas presentan niveles 
de compuestos fenólicos muy diferentes entre ellas, lo cual podría ser debido al color 
que exhiben dichas semillas en su cubierta. Numerosos estudios indican que esta 
característica física se correlaciona positivamente con el contenido fenólico tal como se 
ha puesto de manifiesto en variedades de judías altamente pigmentadas (Xu y col., 
2007). El proceso de germinación llevado a cabo en este estudio produce incrementos 
significativos de compuestos fenólicos (p < 0,05) que corroboran los mostrados por 
otros investigadores (Dueñas y col., 2009; Cevallos-Casals y Cisneros-Zevallos, 2010; 
Guo y col., 2012; Vernaza y col., 2012). Por lo tanto, la germinación modifica la 
composición fenólica cuantitativamente y ésta parece depender del tipo de leguminosa 
y de las condiciones del proceso. 
Asimismo, también se analizaron las modificaciones producidas en el contenido de las 
familias estudiadas de compuestos fenólicos, catequinas y proantocianidinas en 
leguminosas no convencionales. Las catequinas se detectaron en todas las semillas así 
como en sus germinados, el contenido de estos compuestos se incrementó 
significativamente (p < 0,05) en todos los germinados estudiados, probablemente 





col., 1997; Dueñas y col., 2009). De igual manera, las proantocianidinas se han 
identificado en todas las semillas, llegando a alcanzar el 30% del contenido de 
compuestos fenólicos. Estos aumentos pueden ser debidos a los cambios bioquímicos 
producidos en la semilla durante la germinación como consecuencia de la 
condensación de polímeros (Ricardo‐da‐Silva y col., 1991). La relación 
proantocianidinas/catequinas es una aproximación relativa del grado de 
polimerización de las proantocianidinas. Este nivel resulta ser importante ya que desde 
el punto de vista nutricional, interesa que esta relación sea baja, ya que el número de 
interacciones de proantocianidina-proteína aumenta con el grado de polimerización 
(Ricardo‐da‐Silva y col., 1991). Los resultados obtenidos indican que el grado de 
polimerización es similar en todas las muestras a lo largo del proceso de germinación, 
produciéndose un descenso significativo. Este hecho se ha observado también en la 
germinación y fermentación de lentejas (Bartolomé y col., 1997).  
En la caracterización nutricional de estas leguminosas no convencionales también se 
evaluó el contenido de inhibidores enzimáticos (α-amilasa e inhibidores de 
proteasas). Se conoce que la presencia de inhibidores, ampliamente distribuidos en 
legumbres, puede verse afectada tras el proceso de germinación. Los resultados 
obtenidos corroboran la ausencia de inhibidores de α-amilasa en todas las leguminosas 
no convencionales, tanto en las semillas como en sus germinados. En relación a los 
inhibidores de proteasas (tripsina y quimotripsina), su presencia fue detectada en 
todas las muestras, mostrando reducciones tras el proceso de germinación, siendo 
mayores los niveles de tripsina que quimotripsina en todas las leguminosas 
estudiadas. En general, la presencia de estos inhibidores disminuye durante este 
proceso, en legumbres tanto convencionales como no convencionales (Akpapunam y 
Sefa-Dedeh, 1997). Este hecho puede ser debido a las diferentes actividades de las 
proteasas endógenas, producido por el incremento de proteasas pre-existentes que son 
activadas (Vidal-Valverde y col., 2002).  
En relación a la capacidad antioxidante, se realizó un estudio mediante las 
metodologías de FRAP y DPPH. La capacidad antioxidante inicial en estas semillas de 
legumbres no convencionales fue similar a la encontrada en la bibliografía (Xu y 
Chang, 2007; Vernaza y col., 2012). Los resultados revelan la elevada capacidad 
antioxidante en mucuna, seguido de caupí. Tras el proceso de germinación se 
incrementó dicha capacidad, especialmente en caupí (89%) y dolichos (22%). El 
germinado de mucuna siguió destacando por su alta capacidad antioxidante en ambos 
métodos. El análisis de correlación estadística revela elevados coeficientes de 






Por lo tanto, el valor nutricional de estas legumbres tras la germinación mejora debido 
a la reducción de inhibidores enzimáticos. También cabe destacar un incremento de 
compuestos fenólicos, así como la capacidad antioxidante. A partir de estos resultados, 
se planteó en la presente Memoria por una parte, la búsqueda de otras matrices con 
altas capacidades antioxidantes y por otra parte, la identificación de nuevos 
compuestos bioactivos que pudieran estar presentes y contribuir sobre esta capacidad. 
En este sentido, para conseguir el segundo objetivo propuesto, se realizó un 
“screening” de antioxidantes de referencia (patrones), que pueden estar presentes en los 
germinados, incluyendo la melatonina en dicho estudio, y así avanzar en el 
conocimiento de sus mecanismos de acción (Publicación II). Para ello, se planteó un 
estudio cinético de los principales antioxidantes presentes en vegetales que aparecen 
en la bibliografía utilizando el método del DPPH. Se seleccionaron patrones de 
compuestos fenólicos (ácido gálico, ácido clorogénico, ácido ferúlico, ácido p-
coumárico, catequina, kaempferol y quercetina), patrones antioxidantes (ácido 
ascórbico y trolox) y se incluyó un compuesto indólico (melatonina). En primer lugar, 
se evaluó el DPPH• remanente hasta el final de la reacción en diferentes 
concentraciones de trolox y melatonina. El trolox es el principal compuesto 
antioxidante estudiado para estimar las propiedades antirradicálicas en alimentos 
debido a su alta solubilidad en agua (Mishra y col., 2012). La melatonina mostró una 
reacción en estado estacionario hasta los 10 minutos, después reaccionó rápidamente 
con el DPPH•. Ambos compuestos, exhibieron tendencias similares de manera que a 
mayor concentración mayor fue el porcentaje de DPPH• remanente. Sin embargo, los 
datos obtenidos revelan que el trolox tiene una mayor actividad antirradical que la 
melatonina lo que puede ser debido a los distintos grupos funcionales que poseen 
estos compuestos para atrapar las reacciones (Sharma y Bhat, 2009; Rodríguez-Naranjo 
y col., 2012). Por lo tanto, estos resultados ponen de manifiesto que las indolaminas no 
proporcionan adecuados radicales peroxilos para atrapar antioxidantes in vitro debido 
a la ausencia de grupos hidroxilo, sin embargo, pueden ser capaces de atraparlos in 
vivo (Reiter y Tan, 2003). La actividad de la melatonina, a diferencia de otros 
compuestos antioxidantes, no sólo se basa en su capacidad para eliminar las especies 
radicales, sino también es capaz de aumentar las actividades de las enzimas 
antioxidantes y sus productos de degradación son muy eficaces como antioxidantes 
(AFMK, AMK y 3-hidroximelatonina cíclica (C3-OHM)) (Korkmaz y col., 2009; Reiter y 
col., 2010).  
Para evaluar la capacidad atrapadora del resto de antioxidantes utilizados, también se 
estudió la cinética a una concentración de 300 µM. Destacó la rápida reacción del ácido 
ascórbico con DPPH• alcanzando en 5 minutos una respuesta completa con un 
porcentaje de inhibición similar al Trolox, lo que corrobora los estudios de Sharma y 





alcanzan el final de la reacción en un tiempo de de 10 a 25 minutos; por último, el resto 
de antioxidantes, ácido gálico, clorogénico, ácido ferúlico, ácido p-coumárico, y la 
quercetina alcanzan un estado estacionario dentro de 55-65 min. Por otra parte, el 
ácido p-coumárico y la melatonina mostraron la actividad antirradical más baja (menor 
de 10%). Estos resultados sugieren que las diferencias de tiempo en cuanto a la 
duración de la reacción para alcanzar el estado de equilibrio depende de la naturaleza 
química del antioxidante lo que corrobora la bibliografía (Rodríguez-Naranjo y col., 
2011). Por lo tanto, se desprende que un potente antioxidante no siempre actúa de 
forma rápida, ya que compuestos menos potentes pueden actuar de forma más eficaz 
en reacciones biológicas, como sucede con la melatonina.  
En otros estudios se ha evaluado la actividad de la melatonina mediante el método 
DPPH. Se ha observado que la melatonina no es un eficiente donador de H●  y además 
muestra una baja reactividad con este radical (Teixeira y col., 2003; Fagali y Catalá, 
2012). 
Por tanto, aunque la melatonina no posee una elevada capacidad antirradicálica, su 
mecanismo de acción muestra un tiempo de reacción corto in vitro, por lo que podría 
estar implicada en cambios metabólicos que se producen durante la germinación, 
convirtiéndola en un buen antioxidante. En este sentido, se consideró necesaria la 
determinación de su contenido en otras matrices vegetales para conocer la aportación 
de este compuesto a la capacidad antioxidante. De esta forma, para cumplir el tercer 
objetivo propuesto, se determinó el contenido de melatonina en otros germinados 
muy utilizados en la actualidad, siendo la primera vez que se detectaba. El ensayo se 
realizó con germinados de legumbres y hortalizas comerciales (alfalfa, lenteja, soja 
verde, cebolla, brócoli, col roja y rabanito), cuyas condiciones de germinación se 
desconocen por motivos de confidencialidad de la empresa Aunatura Land S.A. La 
presencia de melatonina se confirmó en todas las semillas de leguminosas y hortalizas 
analizadas mediante el ensayo de tipo competitivo de ELISA (Publicación II). Destaca 
el contenido de melatonina en brócoli, col roja y rabanito; y similares niveles fueron 
encontrados en otros alimentos de origen vegetal como tomates (Arnao y Hernández-
Ruiz, 2007). Por tanto, se indica la variabilidad de los niveles de melatonina en especies 
de plantas. Tras el proceso de germinación, se observa que el contenido de melatonina 
se incrementó en todas las semillas. Los niveles detectados en col roja, rabanito y 
brócoli fueron muy destacados, por lo que estas semillas germinadas pueden ser 
consideradas como fuente dietética de melatonina.  
Asimismo, se determinó el contenido de compuestos fenólicos, y sus familias, cuyos 
niveles se incrementaron tras la germinación, este hecho corrobora los resultados 
obtenidos en el primer ensayo así como los encontrados en otras semillas germinadas 





pueden producir variaciones en el contenido de las familias de compuestos fenólicos, 
como son las catequinas y proantocianidinas. De esta forma, las catequinas se 
incrementaron notablemente tras la germinación, aunque en semillas de soja verde que 
no fueron detectadas. Estos cambios pueden ser debidos a la presencia de flavonoides, 
responsables de la activación enzimática (Dueñas y col., 2009).  
A continuación, se realizó el estudio cinético en cada uno de los germinados 
comerciales (Publicación II), los resultados indicaron que las semillas que 
reaccionaron más rápidamente con el DPPH fueron la col roja, alcanzando un tiempo 
de estabilización en menos de 20 minutos, seguida de lenteja a los 40 minutos, por lo 
que se considera que éstas tienen un efecto protector rápido. Además, las semillas de 
col roja, brócoli y rabanito exhibieron una actividad antirradicálica muy importante, 
alcanzando un porcentaje de inhibición superior al 90%. Tras el proceso de 
germinación, se observó que sus germinados mostraron una mayor actividad 
antirradicálica superior al 97%. 
Posteriormente, una vez conocida la cinética, se evaluó la capacidad antioxidante 
utilizando tres métodos diferentes: DPPH, FRAP y ORAC para comprender su eficacia 
como antioxidantes (Publicación II). Los resultados obtenidos mediante estas tres 
metodologías (FRAP, ORAC y DPPH) proporcionan una valiosa información acerca de 
los diferentes mecanismos implicados. En el caso del FRAP, se basa en una reacción de 
transferencia de electrones, en el caso del ORAC, se trata de un método de 
transferencia de protones y el DPPH, puede actuar simultáneamente a través de 
mecanismos de transferencia de protones y electrones (Huang y col., 2005). Las 
semillas con mayores contenidos de compuestos fenólicos y melatonina mostraron una 
alta capacidad antioxidante. Se destaca la semilla de col roja que mostró la mayor 
capacidad antioxidante en todos los métodos empleados, seguido de brócoli y 
rabanito. Según la bibliografía, los compuestos fenólicos contribuyen a la actividad 
antioxidante de las semillas (Xu y Chang, 2007; Gorinstein y col., 2009). Sin embargo, 
los resultados obtenidos también sugieren que puede ser debido a la presencia de 
melatonina, que actúa de forma sinérgica con los compuestos fenólicos. 
Se pone de manifiesto una alta capacidad antioxidante en todas las semillas 
germinadas, incrementándose sus niveles hasta 3 veces. Además, las muestras 
germinadas que presentaron mayor contenido de compuestos fenólicos y melatonina, 
exhibieron mayor capacidad atrapadora de radicales libre, de manera similar se 
observaba en las semillas. Por otro lado, los resultados mostraron altas correlaciones 
(r= 0,90-0,98, p < 0,01) entre los compuestos fenólicos y la capacidad antioxidante lo 





En resumen, la germinación provoca modificaciones en los compuestos bioactivos 
presentes en las semillas, destacando los notables incrementos de la melatonina en los 
germinados vegetales. Por lo tanto, a pesar de la baja capacidad antirradicálica de este 
compuesto, su rápido tiempo de reacción in vitro podría tener una posible implicación 
en los cambios metabólicos que tienen lugar en el proceso de germinación, y por lo 
tanto, contribuir a la capacidad antioxidante de los germinados. 
Debido a estos hallazgos, para alcanzar el cuarto objetivo propuesto en la presente 
Memoria se evaluó la influencia de dos condiciones lumínicas (12h luz/12 h oscuridad 
y 24 h oscuridad) durante un periodo de 8 días de germinación en judía pinta y lenteja 
con el fin de lograr germinados con altas concentraciones de melatonina (Publicación 
III). Para ello, se empleó otra metodología analítica, concretamente un equipo de 
HPLC-MS/MS utilizada en la bibliografía para determinar el contenido de melatonina 
en estas legumbres. Los resultados obtenidos indicaron una mayor concentración de 
melatonina en semillas de judía pinta que en lenteja. El proceso de germinación 
produce el esperado incremento, siendo éste significativo y dependiente del tiempo. 
En este ensayo, se detectó el mayor contenido de melatonina en la semilla de lenteja en 
el sexto día de germinación en ambas condiciones lumínicas; mientras que en judía 
pinta, se detectó mayor concentración en 24 h en oscuridad. Similares tendencias se 
obtuvieron en estudios preliminares de Zielinski y col. (2001), observándose que el 
contenido de melatonina se incrementó en semillas de lenteja, guisante y soja durante 7 
días de germinación. 
De estos resultados, se concluye que la síntesis de melatonina en matrices vegetales 
también parece ser dependiente de las condiciones lumínicas a las que se vean 
sometidas, de igual manera que sucede en humanos, cuyos niveles se encuentran 
influenciados principalmente por el fotoperiodo como se ha demostrado con 
numerosos estudios (Reiter, 1993; Brainard y col., 2001; Arendt, 2006; Hardeland y col., 
2011). Por otro lado, las similitudes de ambas especies en cuanto al día del valor 
máximo de melatonina durante la germinación y a la tendencia de incremento de la 
misma parecen indicar una regulación similar en ambos germinados y que 
indudablemente, aumenta durante periodos de oscuridad.  
En relación a los compuestos fenólicos, se llevó a cabo un procedimiento de extracción 
empleado que proporcionó información acerca del contenido de estos compuestos 
tanto los que se encuentran libres como unidos a la matriz. Los resultados indicaron 
que las semillas de lenteja y judía pinta mostraban mayor cantidad de compuestos 
fenólicos que los germinados, siendo la distribución de un 88% de compuestos 
fenólicos libres en semillas de lenteja, y de un 92% en judía pinta y como consecuencia, 





pared celular. Estos resultados confirman recientes datos bibliográficos encontrados en 
otras semillas de leguminosas (Guo y col., 2012).  
Al someter dichas semillas al proceso de germinación los niveles de compuestos 
fenólicos se modifica, en el caso de lenteja se observa un descenso de estos compuestos 
en ambas condiciones lumínicas (12h luz/12 h oscuridad y 24 h oscuridad), que se 
inicia tras el tercer día de germinación y continua hasta el sexto día de germinación, 
alcanzando una reducción global del 72% en condiciones lumínicas de 12 h luz/12h 
oscuridad; mientras que en condiciones de 24 h oscuridad, dicho descenso sólo llega 
hasta el 50%. Esto parece ser debido a la presencia de compuestos fenólicos libres en 
estos germinados y también, al incremento significativo que se produce en compuestos 
fenólicos unidos (1,6 veces con respecto la semilla de lenteja) bajo 24 h en oscuridad. 
Con respecto a la judía pinta, similar tendencia se produce, excepto en condiciones de 
24 h de oscuridad, la germinación da lugar a un incremento del contenido de 
compuestos fenólicos totales, tanto libres como unidos, aunque estadísticamente no sea 
significativo. En consecuencia, estos datos ponen de manifiesto los distintos cambios 
que se producen bajo las diferentes condiciones lumínicas ensayadas durante el 
proceso de germinación y corroboran los resultados de otros autores (Khandelwal y 
col., 2010; Troszyńska y col., 2011). Estas pérdidas observadas pueden ser debidas bien 
a la unión de los compuestos fenólicos con otros componentes como carbohidratos o 
proteínas (Khandelwal y col., 2010), o bien a la activación de enzimas endógenas como 
las hidroxilasas o polifenoloxidasas responsables de la oxidación de compuestos 
fenólicos endógenos y otros procesos catabólicos en semillas (Świeca y col., 2012). 
La capacidad antioxidante (ORAC) de las semillas de este estudio revelaron valores 
inferiores que los conseguidos por Xu y col. (2007), pero similares a otros estudios (Xu 
y Chang, 2007; Guajardo-Flores y col., 2013). La capacidad antioxidante en ambas 
leguminosas se incrementó a lo largo de la germinación (Publicación III). Numerosos 
estudios corroboran que el proceso de germinación provoca un aumento potencial de 
la capacidad antioxidante (López-Amorós y col., 2006; Dueñas y col., 2009; Guajardo-
Flores y col., 2013; Cáceres y col., 2014) y además, las diferentes condiciones de luz 
durante la germinación influyen significativamente sobre la capacidad antioxidante 
(Świeca y col., 2012). Los germinados de lenteja presentan mayores incrementos (2,2-
2,4 veces) que los germinados de judía con aumentos que oscilan entre 1,6-1,9 veces, 
siendo mayores en condiciones de oscuridad total.  
Es preciso destacar que en el sexto día de germinación la capacidad antioxidante 
disminuía, correspondiendo con los niveles más bajos de compuestos fenólicos, y con 
los máximos contenidos de melatonina. Sin embargo, en la etapa final del proceso se 
produce un aumento significativo de la capacidad antioxidante (octavo día) y una 





<0,01). Este comportamiento puede ser el resultado de las propiedades antioxidantes 
indirectas de la melatonina, como la activación de cascadas enzimáticas antioxidantes, 
incluyendo glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa y glutatión reductasa y la 
acumulación de productos de la degradación de gran eficacia (AFMK, AMK y 3-
hidroximelatonina cíclica) (Korkmaz y col., 2009; Reiter y col., 2010). Por tanto, los 
germinados de leguminosas de este estudio ofrecen la posibilidad de ser fuente de 
antioxidantes naturales que probablemente podrían influir positivamente sobre el 
estado antioxidante global en sus consumidores. 
Debido a la implicación de la melatonina sobre la capacidad antioxidante se realizó el 
siguiente estudio con la finalidad de conseguir un extracto de germinados de 
leguminosas rico en melatonina y alto carácter antioxidante, que corresponde con el 
quinto objetivo planteado en la Memoria. Para ello se diseñó un ensayo de 
germinación, en el que se empleó agua de riego con melatonina (pura) de forma 
exógena (20 µM), en condiciones de 24 h oscuridad durante un periodo de 10 días 
(Publicación IV). Se seleccionó esta condición lumínica para este ensayo tras la 
obtención de mejores resultados del estudio anterior.  
A pesar de la escasa bibliografía existente sobre melatonina y germinación de 
alimentos, hay algunos estudios donde la aplicación exógena de melatonina se 
propone bien como promotora del crecimiento y de la regeneración de raíces o bien, su 
aplicación en cultivos hidropónicos y su variación al someter a la planta a distintas 
situaciones de estrés. Los resultados encontrados indican un aumento de los niveles de 
la neurohormona como resultado del sistema de defensa de la planta frente a 
situaciones de estrés (Arnao y Hernández-Ruiz, 2007; Zhang y col., 2013). 
Por esta razón, se abordó el papel que podía presentar la melatonina presente en los 
germinados para la promoción del crecimiento de las plantas de forma similar a las 
auxinas como el ácido indolacético (IAA). En este sentido, se constata que la longitud 
de la radícula aumenta paulatinamente a medida que la germinación avanza en ambas 
especies, detectándose mayores longitudes en el caso de judía pinta que en la lenteja 
(Publicación III) en condiciones de 24 h oscuridad. El crecimiento de la radícula 
mejora significativamente en lenteja y judía pinta con la adición de melatonina de 
forma exógena, llegándose a incrementar hasta 1,6 veces en el caso de la judía pinta 
(Publicación IV). Por lo tanto, se corrobora que la tasa de germinación y el crecimiento 
de la radícula puede estimularse o inhibirse (Chen y col., 2009; Park, 2011; Park y Back, 
2012; Arnao y Hernández-Ruiz, 2013) y que la adición de 20 µM de melatonina actúa 
como bioestimulador (Janas y Posmyk, 2013). 
Una vez establecido, que la adición de melatonina favorece la germinación, los 





exógena en el agua de riego incrementa sus niveles en estas leguminosas si se compara 
con la germinación tradicional. Asimismo, se puede apreciar que el contenido de 
melatonina en lenteja es mayor que en judía pinta durante el periodo de germinación 
estudiado. Los niveles de melatonina en lenteja fluctúan durante los primeros días de 
germinación alcanzando su nivel máximo en el séptimo día, tras el cual comienza a 
descender. En el caso de judía, se observa un patrón similar al mostrado en la lenteja, 
detectándose el nivel más elevado en el sexto día de germinación.  
A pesar de que la semilla de lenteja tiene una concentración inicial menor, ésta fue 
capaz de absorber hasta un 24% de la melatonina añadida, lo que dió lugar a mayores 
niveles de melatonina tras la germinación; mientras que en la semilla de judía pinta el 
contenido inicial de melatonina es mayor, pero sólo absorbió un 11% por consiguiente, 
los niveles de melatonina alcanzados fueron menores. Es preciso señalar, en el caso de 
la lenteja, ésta presenta una cubierta más delgada entre 25-35 µm (8% del total de la 
semilla) dependiendo del cultivo (Tiwari y Singh, 2012), lo que facilitaría la absorción 
de melatonina mientras, la judía exhibe una cubierta más gruesa entre 40-60 µm (12% 
del total de la semilla) (Tiwari y Singh, 2012). En consecuencia, la cubierta de la semilla 
de judía pinta no permite la difusión de melatonina tan fácilmente como la lenteja. A 
pesar de que la lenteja presenta mayores niveles de melatonina, la judía pinta tiene un 
mayor rendimiento de germinación (89%), lo que implica menores pérdidas durante el 
proceso y por lo tanto, resulta más eficaz. 
A la vista de los resultados obtenidos en estos ensayos, se pone de manifiesto que en la 
oscuridad se facilita la síntesis de la melatonina y que esta condición, junto a la 
aplicación de melatonina exógena produce un incremento drástico de los contenidos 
de este componente en las muestras vegetales estudiadas. Este hecho tiene 
consecuencias muy positivas tal y como indica la bibliografía, puesto que la 
metabolización de la melatonina conduce a relevantes incrementos de la actividad 
antioxidante de algunas enzimas (Tan y col., 2000; Reiter y col., 2005). Las semillas 
tienen mayor contenido de lípidos que otras partes de la planta, ya que poseen altos 
niveles de ácidos grasos poliinsaturados. Durante la germinación, los lípidos pueden 
ser metabolizados por β-oxidación y gluconeogénesis para la obtención de energía, 
provocando un aumento de ROS (Schopfer y col., 2001; Perl-Treves y Perl, 2002). El 
posible papel de la melatonina como antioxidante, puede reducir los niveles de ROS y 
favorecer la regulación del crecimiento y desarrollo de la planta durante la 
germinación (Kim y Cho, 2011). 
Los mayores contenidos de melatonina encontrados en lenteja condujeron a un estudio 
más detallado de los niveles de esta molécula en los diferentes tejidos de la semilla 
germinada (cutícula, endospermo y radícula) bajo las mismas condiciones de 





de germinación se detectaron mayores niveles de melatonina en la cubierta de la 
semilla que en el resto de tejidos (endospermo y radícula), aumentando su 
concentración en todos los tejidos hasta el octavo día de germinación. Hasta la fecha, 
no existen estudios relativos a la concentración de melatonina en los diferentes tejidos 
de semillas germinadas, por lo que estos resultados son de interés ya que ofrecen la 
posibilidad de conocer el posible papel protector de la melatonina sobre el estrés 
oxidativo en dichos tejidos. 
Por otro lado, las modificaciones producidas en los niveles de compuestos fenólicos 
en lenteja y judía pinta son dependientes del tiempo de germinación. Así, la lenteja 
muestra descensos en los compuestos fenólicos libres y aumento de los compuestos 
fenólicos unidos (17%), posiblemente debido a la glicosilación de compuestos fenólicos 
libres producida por la activación de enzimas (Modolo y col., 2007). En el caso de la 
judía pinta, no se observan descensos significativos tanto en compuestos fenólicos 
totales como en compuestos fenólicos libres. Diferentes investigaciones revelan que las 
condiciones de iluminación pueden inducir la vía pentosa fosfato para la síntesis de 
compuestos fenólicos (Shetty, 2004; Khattak y col., 2007). Aunque se han llevado a cabo 
procesos de remojo previos a la germinación con concentración de melatonina de 
20µM (Posmyk y col., 2008; Szafrańska y col., 2012), no existen estudios en la 
actualidad sobre los posibles cambios que sufren los compuestos fenólicos en estas 
condiciones. Sin embargo, otros antioxidantes han sido utilizados como agua de riego 
en semillas, por ejemplo, el ácido ascórbico en semillas de haba, observándose un 
aumento de la actividad enzimática de la peroxidasa, lo que implicaba cambios en la 
pared celular (Randhir y col., 2004). Asimismo, la presencia de elicitores pueden 
estimular diferentes clases de compuestos fenólicos y afectar a su concentración siendo 
éstos más dependientes de la genética de la planta que de la naturaleza química del 
elicitor (Dueñas y col., 2015). Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que existe 
un catabolismo de compuestos fenólicos para la biosíntesis y reorganización de la 
pared celular durante la germinación en respuesta a la adición de melatonina. 
Como se ha comentado anteriormente, la germinación produce un aumento de la 
capacidad antioxidante en ambas especies de leguminosas, lenteja y judía pinta. Sin 
embargo, mayores incrementos fueron detectados con la adición de melatonina 
exógena (Publicación IV). Se corrobora que la lenteja exhibe mayor capacidad 
antioxidante que la judía pinta, incrementándose hasta 1,7 veces tras la germinación. 
La adición de melatonina podría ser la causa de este aumento en la capacidad 
antioxidante como consecuencia de las reacciones indirectas que desencadena la 
presencia de melatonina sobre el estrés oxidativo, como se ha citado anteriormente 
(Tan y col., 2000; Reiter y col., 2005). Además, la melatonina presenta una correlación 
positiva con la capacidad antioxidante en ambos germinados, especialmente en el caso 





Debido a que la melatonina y los compuestos fenólicos poseen relevante capacidad 
antioxidante, se realizó la determinación de la capacidad antioxidante en los diferentes 
tejidos estudiados de lenteja (cutícula, endospermo y radícula). Los resultados 
indicaron que la cubierta de la semilla posee la mayor capacidad antioxidante y como 
se esperaba, el endospermo mostró una capacidad antioxidante baja a lo largo de la 
germinación. La radícula exhibe 3 veces más capacidad antioxidante que el 
endospermo, pero no se aprecian incrementos significativos durante el proceso. 
Asimismo, los contenidos de melatonina revelan una correlación muy alta con la 
capacidad antioxidante en el endospermo de la lenteja y sus germinados (r = 0,902 y 
r=0,855, respectivamente, p < 0,01).  
A partir de los resultados y discusión de los ensayos realizados en relación al efecto de 
la germinación sobre matrices vegetales fuente de compuestos bioactivos, se puede 
concluir que este proceso se contempla como una técnica sencilla, fácil de aplicar y con 
un mínimo coste. En cuanto a los compuestos bioactivos que se han evaluado, este 
proceso produce un incremento de melatonina en todos los germinados de 
leguminosas y hortalizas estudiadas. Del mismo modo, puede incrementar o reducir el 
contenido de compuestos fenólicos, dependiendo de la especie, variedad y condiciones 
de germinación. Asimismo, en todos los germinados estudiados, la capacidad 
antioxidante se ve incrementada y la melatonina contribuye a ello, debido a su potente 
acción antioxidante por su alta eficacia y papel protector frente a los radicales libres 
(ROS) y las especies reactivas de nitrógeno (RNS). También es capaz de estimular la 
actividad y expresión de otros sistemas antioxidantes, protegiendo del daño oxidativo 
por vía indirecta, a través de la activación de enzimas antioxidantes. No sólo la 
melatonina sino sus metabolitos son eficaces en reducir el daño producido por 
radicales libre, dando lugar a la cascada antioxidante. Por todo ello, la germinación 
puede ser considerada como un procedimiento efectivo para incrementar la 
bioactividad de leguminosas y hortalizas, aunque es necesario realizar más estudios in 
vitro e in vivo para conocer el potencial real de estos germinados como ingredientes en 
la dieta.  
Por esta razón, el sexto objetivo de esta Memoria, fue conocer la biodisponibilidad de 
melatonina presente en un extracto de judía germinada mediante un ensayo in vivo en 
animales de laboratorio. Se investigó la influencia de la ingesta de un extracto rico en 
melatonina obtenido a partir de judías germinadas (sexto día de germinación), 
obtenidos en la Publicación IV, sobre la concentración de la misma en sangre y otros 
componentes de las rutas de síntesis y degradación de melatonina en orina (Rattus 
norvegicus), así como su posible efecto sobre la capacidad antioxidante en plasma 
(Publicación V). Se llevaron a cabo dos experimentos, en el experimento 1, a la edad de 
45 días, las ratas se sometieron a diferentes condiciones de alimentación realizándose 





período de ayuno (ayuno); E1.iii) administración de extracto de judía después de 24 h 
de ayuno, seguido en todos los casos por el muestreo de sangre y orina. En el 
experimento 2, las muestras se obtuvieron del mismo grupo de ratas los grupos fueron: 
E2.i) después de una alimentación común (Control); E2.ii) tras 12 h en ayunas (en 
ayunas); E2.iii) después de 12 h (en ayunas)+ la ingesta del extracto de judía (JP 
Extracto), y finalmente el experimento E2.iv) tras la ingesta de una solución de 
melatonina pura (MEL). 
En el experimento 1, se constató que la melatonina presente en los germinados de judía 
fue absorbida y se incrementó el nivel plasmático de este componente; sin embargo, los 
resultados no llegaron a ser tan elevados como los niveles de melatonina observados 
después del consumo de nueces (Reiter y col., 2005). La oscilación de los niveles 
plasmáticos de melatonina podría ser debida a diferentes factores entre ellos, edad de 
los animales, cantidad de melatonina ingerida y el período de administración (de horas 
a semanas), etc. (Reiter y col., 2005; Delgado y col., 2012; Sae‐Teaw y col., 2013). 
Además, el tiempo de extracción de la sangre puede influir si está cerca de la acrofase 
(Delgado y col., 2012). Recientes estudios han demostrado que el consumo de 
diferentes frutas conducen a variaciones en los niveles plasmáticos de melatonina 
debido a su diferente biodisponibilidad (González-Flores y col., 2012; Sae‐Teaw y col., 
2013; Johns y col., 2013).  
Asimismo, se analizó el contenido de serotonina, precursor de la melatonina, tras la 
ingesta del extracto después de 90 minutos se produce un incremento importante de 
los niveles de serotonina. Por lo tanto, la influencia de la dieta parece relevante, 
después de 90 min de su administración en los niveles de serotonina, que alcanzaron el 
65% más  del grupo de control. 
Otro compuesto, el 6-sulfatoximelatonina urinario (aMT6s), fue determinado para 
conocer la biodisponibilidad de la melatonina. Este compuesto sulfatado es uno de los 
principales metabolitos de melatonina en la orina y es considerado como un buen 
indicador de la concentración de melatonina en plasma, ya que muestra una 
correlación plasmática (Johns y col., 2013). Se detectó un incremento drástico de los 
niveles de aMT6s (4 veces superior) después de la ingesta del extracto de judía, en 
comparación con el contenido basal y los niveles en ayunas. Los resultados 
corroboraron que la ingesta del extracto anterior produce aumentos significativos 
similares a los obtenidos tras la ingesta de verduras y frutas (González-Flores y col., 
2012; Johns y col., 2013). Los niveles de aMT6s encontrados después de la ingesta de 
extracto de judía ponen de manifesto la alta eficiencia catalítica de sulfatación 
melatonina en ratas, puesto que la melatonina se metaboliza rápidamente a 6-
hidroximelatonina la cual es rápidamente conjugada a aMT6s (Zhao y col., 2016). Del 





considerables entre especies, siendo mayor en ratas que en los seres humanos o ratones 
(Tian y col., 2015). En consecuencia, el nivel de aMT6s aumenta rápidamente después 
de la ingesta del extracto de judía rico en melatonina.  
Con respecto a los compuestos fenólicos plasmáticos, los tres grupos estudiados 
mostraron niveles estadísticamente similares (1 mg GAE/ mL). El tiempo de vida 
media plasmática de estos compuestos es de 2 a 8 h, pero en ocasiones puede alcanzar 
hasta 12-24 h (Manach y col., 2004). Se ha demostrado que los niveles plasmáticos de 
compuestos fenólicos generalmente, exhiben una aguda disminución una hora 
después de la ingestión (Henning y col., 2004; Velderrain-Rodríguez y col., 2014). Sin 
embargo, en este estudio los niveles de compuestos fenólicos en  plasma de ratas tras 
24h de ayuno no indicaron cambios, probablemente debido a su acumulación en el 
plasma, o en otros tejidos, como han revelado previamente algunos estudios (Moon y 
col., 2000). Su presencia en el intestino, principalmente en el intestino grueso, en mayor 
cantidad que en plasma, parece ser la causa principal del mantenimiento constante de 
los compuestos fenólicos totales (Velderrain-Rodríguez y col., 2014). Debido a que la 
microbiota del colón está implicada en la formación de ácidos fenólicos procedentes de 
complejos poliméricos de naturaleza fenólica mediante procesos de hidrólisis de 
glucósidos, fisión y oxidación de anillos fenólicos, los metabolitos resultantes pueden 
ser absorbidos e introducirse en la circulación sistémica. En consecuencia, la medida de 
compuestos fenólicos después de 24 horas de ayuno podría indicar, en cierta medida, 
el contenido de todos estos compuestos, procedentes de la dieta de las ratas, 
principalmente de cereales (trigo, maíz, salvado de trigo, cebada, soja, etc.). Por otra 
parte, como la ingesta de extracto de judía pinta se realizó en un periodo de tiempo 
corto, los compuestos fenólicos podrían no haber alcanzado la etapa de digestión, y 
por tanto, no estar biodisponibles.  
Para evaluar la capacidad antioxidante, se seleccionaron dos ensayos (ORAC y FRAP) 
con diferentes mecanismos antioxidantes. Los resultados obtenidos mediante ORAC 
resultaron ser similares entre sí, sin diferencias significativas. De la misma manera 
sucede con los niveles de antioxidantes FRAP entre los grupos estudiados. Por tanto, 
estos resultados parecen indicar que la presencia de melatonina en los extractos de 
judía pinta no influyen de manera directa en el estatus antioxidante del plasma de las 
ratas. Los ensayos FRAP y ORAC sólo miden la capacidad de captación de radicales 
libres y la melatonina expone acciones antioxidantes directos e indirectos (Korkmaz y 
col., 2009; Bonnefont-Rousselot y Collin, 2010) incluyendo la estimulación de expresión 
de enzimas antioxidantes endógenos (Rodríguez y col., 2004). La capacidad 
antioxidante tras una sola administración de extracto no puede detectar los efectos 
antioxidantes indirectos de la melatonina. Para ello, hubiera sido necesario realizar la 
administración del extracto de judía durante un periodo de tiempo más largo para 





estimación de niveles de otros antioxidantes como compuestos fenólicos y por tanto, 
no se pueden atribuirse exclusivamente a los contenidos de melatonina. Como se ha 
demostrado en otros estudios, la ingesta de alimentos ricos en melatonina tales como 
cerezas, zumos de uva o cerveza produjeron un aumento de la capacidad antioxidante 
plasmática (Maldonado y col., 2009; Garrido y col., 2010; González-Flores y col., 2012). 
Sin embargo, estos resultados podrían no estar relacionados directamente con los 
niveles de melatonina tal y como sucede en nuestro estudio. Del estudio de correlación 
lineal de Pearson sólo el nivel de aMT6s en la orina se correlacionó con el nivel 
plasmático de melatonina (r = 0,713, p <0,01). 
En cuanto al experimento 2, cabe indicar que es la primera vez que se realiza un 
estudio sobre la biodisponibilidad de la melatonina que se encuentra en una matriz 
alimentaria comparándola con una solución de melatonina pura. Para conseguir este 
propósito, un cuarto grupo de ratas se incluyó en este experimento, administrando el 
mismo contenido de melatonina presente en el extracto de judía pinta como de 
melatonina sintética (MEL) (10,6 µg). Los niveles de melatonina en el cuarto grupo 
(MEL) fueron significativamente más elevados, en comparación con el resto de los 
grupos. Por lo tanto, estos resultados ponen de manifiesto que la mayor 
biodisponibilidad de melatonina se produce en la solución acuosa (17% de aumento) 
frente a la matriz del extracto de judía pinta. A partir de estos resultados, se puede 
deducir que la influencia de la matriz afecta directamente a los niveles de melatonina 
en plasma sanguíneo. La melatonina en el extracto de judía pinta está presente junto a 
otros compuestos solubles en metanol, como los compuestos fenólicos, que provocan 
cambios en su biodisponibilidad, como se ha descrito en otros estudios relacionados 
con la evaluación de la ingesta dietética de melatonina a partir de frutas (Johns y col., 
2013). 
En cuanto a la capacidad antioxidante, se confirma el comportamiento observado en el 
experimento 1, ya que los resultados obtenidos fueron similares en todos los grupos, 
incluido el grupo MEL. Por lo tanto, las variaciones en los niveles plasmáticos de 
melatonina no provocaron diferencias en la capacidad antioxidante. 
En conclusión, en este estudio se ha demostrado que los germinados de judía pinta que 
contienen un importante contenido de compuestos antioxidantes bioactivos, 
especialmente compuestos fenólicos, constituyen el principal fitoquímico antioxidante 
que se encuentra en el plasma. Asimismo, la melatonina está disponible en plasma tras 
la ingestión de germinados de judía pinta en ratas sometidas 24 horas de ayuno. La 
capacidad de captación de radicales libre en plasma tanto en ratas a las que se les ha 
suministrado extracto de judía pinta o bien melatonina pura es similar, probablemente 
debido a los efectos de enmascaramiento de los compuestos fenólicos. Sin embargo, es 





tiempo más prolongado elevará sus contenidos en plasma, pudiendo ejercer acciones 
antioxidantes indirectas, como se ha descrito ampliamente con melatonina sintética en 
ensayos clínicos. Hasta la fecha, los beneficios para la salud derivados de la ingesta 
dietética de la melatonina son, hasta ahora, controvertidos, ya que no se reconoce si el 
consumo crónico de la melatonina a través de la dieta posee efectos fisiológicos.  
Por lo tanto, las legumbres germinadas pueden ser una fuente natural adecuada de 
melatonina exógena si se consumen de manera habitual. Sin embargo, más 
investigaciones clínicas al respecto son necesarias realizar para determinar si el 
consumo de melatonina a largo plazo en la dieta produce efectos positivos en los 
sistemas de defensa antioxidante y por tanto, puede intervenir en la prevención de 
enfermedades. 
Sugerencias de futuras investigaciones 
Como futuros estudios dentro de esta temática y en la búsqueda de nuevas fuentes de 
melatonina, se ha comenzado a trabajar en una nueva línea de investigación en la que 
destacamos las infusiones de hierbas medicinales comúnmente consumidas en Europa 
(Anexos). Los niveles de melatonina, compuestos fenólicos así como la capacidad 
antioxidante han sido evaluados, además del efecto inhibidor in vitro frente a las 
enzimas relacionadas con el metabolismo energético, como son la lipasa, α- 
glucosidasa y α-amilasa. Por otro lado, también se ha estudiado la presencia de 
melatonina en café y subproductos, como es la cascarilla de café como 
aprovechamiento de residuos procedentes de la industria alimentaria, y posible 
introducción en el consumo como infusión con alto contenido en melatonina 














De la presente Memoria se deducen las siguientes conclusiones: 
1. La germinación modifica el perfil de los componentes bioactivos, siendo 
dependiente del tipo de legumbre y de las condiciones de germinación. En 
consecuencia, los germinados se pueden considerar como fuente dietética de 
antioxidantes, tales como la melatonina. 
2. Todas las semillas de legumbres y hortalizas comerciales estudiadas contienen 
melatonina, destacando los niveles en brócoli. No existen datos previos a los 
descritos en la presente memoria. 
3. Los contenidos de melatonina y compuestos fenólicos (totales, catequinas y 
proantocianidinas) en germinados comerciales fueron significativamente 
(p<0,05) más elevados que los encontrados en sus respectivas semillas, con la 
excepción de los germinados de brócoli, lenteja y alfalfa. Los germinados 
comerciales de col roja resultan ser la mejor fuente dietética de antioxidantes 
de todas las muestras analizadas.  
4. Las condiciones lumínicas durante el proceso de germinación (12h luz/12h 
oscuridad y 24 h oscuridad) afectan a la síntesis de melatonina en plantas. Los 
niveles máximos de melatonina en lenteja y judía pinta se alcanzan bajo 
condiciones de 24 horas en oscuridad en el sexto día de germinación. Los 
contenidos más elevados se alcanzan en germinados de judía pinta.  
5. El tratamiento combinado de riego suplementado con melatonina pura y 
germinación en oscuridad incrementa su valor absoluto en ambas legumbres, 
lenteja y judía pinta. El aumento del contenido de melatonina en los 
germinados puede deberse a fenómenos de adsorción y/o absorción. Se 
observa crecimiento de la radícula, lo que sugiere un efecto bioestimulador por 
absorción de melatonina. 
6. En la cubierta de la semilla de lenteja germinada se concentra el mayor 
contenido de melatonina y capacidad antioxidante en comparación con el resto 
de los tejidos vegetales analizados (radícula y endospermo).  
7. La melatonina presente en un extracto de judía pinta administrada en una 
dosis única (10,6 µg) en ratas Sprague Dawley mediante sonda nasogástrica se 
encuentra biodisponible. Los niveles de melatonina plasmáticos se 





compenente. Los valores de excreción de 6-sulfatoximelatonina (aMT6s), 
metabolito de degradación de melatonina, incrementan en un orden de cuatro 
veces tras la ingesta del extracto de judía pinta, indicando su absorción y 
metabolismo. 
Como conclusión general, los resultados de esta Memoria indican que los germinados 
de legumbres contienen cantidades de melatonina superiores a las descritas en otras 
matrices vegetales. Sin embargo, son necesarios más estudios clínicos para determinar 
la biodisponibilidad de la melatonina dietética en germinados de legumbres en 
humanos y verificar su potencial como fuente dietética de este compuesto; así como, su 
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A continuación, se realiza una breve descripción de las muestras utilizadas: 
 Leguminosas no convencionales (Publicación I)  
Vigna unguiculata  
Nombre común 





Es una planta herbácea anual, erecta o trepadora, de hojas verdes 
trifoliadas, grandes y vigorosas. Posee flores racimosas, vainas 
largas curvadas de 10 a 23 cm y de 10 a 15 semillas por vaina.  




Toleran suelos pobres en nutrientes y elevadas condiciones de 
acidez 
Usos 
La semilla es muy utilizada para la alimentación humana y se 
considera una alternativa de alimentación para el ganado. Se suele 
utilizar como un ingrediente en la dieta de las aves de corral, 
cerdos, etc… y además se han desarrollado recetas con harinas 




Jack bean  
Origen 
India y Centroamérica 
Descripción 
planta 
Es una planta anual, enredadera de hasta 1 metro de altura. Las 
flores son de color rosa-púrpura y las vainas son planas de hasta 
36 centímetros (consideradas entre las más grandes de todas las 
leguminosas) con grandes semillas blancas. Las vainas verdes 
inmaduras son normalmente consumidas como vegetales 
Semillas 
Grandes semillas blancas 
Características 








Mucuna pruriens  
Nombre común Stizolobium niveum, frijol de terciopelo, pica dulce, etc… 
Origen Tropical, distribuidos en África tropical, India y Caribe 
Descripción 
planta 
Es una planta anual, rastrera y trepadora. Las flores y vainas están 
cubiertas de pelos anaranjados, causantes de severa hinchazón y 
alergia si se ponen en contacto con la piel 
Semillas Blancas, o púrpuras 
Características 
de cultivo 
Tiene un desarrollo inicial lento, moderada resistencia a 
encharcamientos y a largos períodos de sombra, pero es 
susceptible a heladas 
Usos 
Para el tratamiento de varias enfermedades provocadas por 
radicales libres, tales como artritis reumatoide, diabetes, 
aterosclerosis, infertilidad masculina y trastornos nerviosos. Estas 
semillas son muy utilizadas en el tratamiento de Parkinson, ya 
que son una buena fuente de L-Dopa, que es el principal 
componente fenólico encontrado en estas semillas (5%), aunque 
también es considerado como un potencial compuesto no deseado  
 
Lablab purpureus  
Nombre común Lablab purpureus 
Origen Sudeste asiático 
Descripción 
planta 
Planta herbácea, anual o bianual, en casos excepcionales perenne; 
tipos rastreros o semi-erectos: hojas grandes trifoliadas y 
vigorosas, las flores son en racimo de color blanca o violáceo, 
vainas cortas de 3 a 4 cm. 
Semillas 
Ovales de varios colores (de 2 a 6 semillas por vaina y son de 
color negruzco o pardo 
Características 
de cultivo 
No tolera la inundación ni el fuego, pero soporta temperaturas 
bajas durante un periodo corto. Se cultiva como planta 







Semilla  y germinado de Alfalfa
Medicago sativa L.
ORIGEN: Toscana, Italia
Semilla  y germinado de Lenteja
Lens sculenta L.
ORIGEN: Canadá
Semilla  y germinado de Soja Verde
Vigna radiata L.
ORIGEN: China
 Germinados comerciales (Publicación II) 
Se utilizaron tres variedades de leguminosas: alfalfa (Medicago sativa L.), lenteja (Lens 
sculenta L.), y soja verde (Vigna radiata L.), y cuatro variedades de hortalizas: cebolla 
(Allium cepa L.), brócoli (Brassica oleraceae L.), col roja (Brassica oleraceae capitata rubra L.) 
y rabanito (mezcla de las siguientes variedades: Raphanus sativus japonicum L., 
Raphanus sativus rambo L., Rhapanus sativus sinicum rosae L.). Las muestras de 
legumbres y hortalizas, tanto crudas como procesadas mediante el tratamiento de 
germinación, fueron suministradas por gentileza de la empresa Aunatura Land S.A 
(Torres de la Alameda, Madrid). Todas las muestras estudiadas son productos 










Semilla  y germinado de Cebolla
Allium cepa L.
ORIGEN: Toscana, Italia
Semilla  y germinado de Brócoli
Brassica oleracea L.
ORIGEN: Toscana, Italia
Semilla  y germinado de Col Roja
Brassica oleraceae capitata rubra L.
ORIGEN: Toscana, Italia
Semilla  y germinado de Rabanito
Mezcla de variedades:
R. sativus japonicum L.,
R. sativus rambo L., 






 Germinados bajo condiciones lumínicas y riego con melatonina  
(Publicaciones III y IV) 
Para la realización del estudio se utilizaron dos variedades de leguminosas: 
• Lenteja (Lens sculenta L., familia Fabaceae, Variedad Salmantina)  
• Judía (Phaseolus vulgaris L., familia Fabaceae, Variedad Pinta)  
Las muestras de legumbre cruda fueron suministradas por gentileza de la Dra. Frías, 









 Animales de experimentación (Publicación V) 
Ratas macho (Rattus norvegicus) de la cepa Sprague Dawley, criadas en el animalario de 
la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid y facilitadas por 
gentileza del grupo de investigación dirigido por la Dra. González del Departamento 
de Fisiología. Todas ellas se caracterizan por poseer el ciclo cronobiológico cambiado, 
es decir, desde las 4:00 hasta las 3:59 h se exponen a luz artificial mientras que desde 
las 4:00 hasta las 15:59 h se mantienen en oscuridad. En definitiva, las ratas se 
expusieron a 12 h de luz y 12 h de oscuridad. La entrada de las ratas a la cámara de 
fotoperiodo cambiado se realiza a los 21 días de edad, momento en que se procede al 
destete de las crías, manteniéndose en ella 15-20 días, tras los cuales se realiza el 
experimento. 
La alimentación habitual es pienso completo para ratas/ratones de laboratorio en fase 
de crecimiento, en forma de pellets y agua ad libitum a excepción de los experimentos 
explicados en la Memoria. El pienso básico con el que se alimentan las ratas de forma 
habitual se compone de trigo, maíz, salvado de trigo, cebada, granos de soja extruídos, 
extracción de terrones de soja, proteínas de pescado hidrolizado, levadura de cerveza, 




Proteínas 21,4 Vit. A (E672) 
Vit. D3 (E671) 




Lípidos 5,1 Oligoelementos 
Cenizas 5,7 E4 (CuSO4.5H2O) 15 mg/kg 
Fibra 4,0 E1 (FeSO4.7H2O) 188 mg/Kg 
Ca 0,90 E5(MnO2) 38 mg/Kg 
P 0,59 E6 (ZnO) 31 mg/Kg 
Na 0,28 E3 (CoCO3) 1,3 mg/ 
 
El sondaje para alimentar a los animales con los extractos lo lleva a cabo el personal 
autorizado del Animalario de la Facultad de Medicina, y para ello, se utiliza una sonda 
de 8 cm de longitud aproximadamente, de metal, rígida que presenta uno de los 
extremos redondeado con una luz de 1 mm, y que es acoplado a una jeringuilla. Se 
introduce dicha sonda por la boca hasta el estómago teniendo el animal 
completamente inmovilizado de forma que la cabeza, el cuello y el tórax formen una 
línea recta. Se avanza suavemente hasta alcanzar el estómago y se introduce el 





se produjera la digestión y, a las 10:30 h se realizó la extracción de sangre de todos los 
individuos.  
Para la obtención de muestras biológicas se procedió según la Directiva Europea 
86/609/CE de la Unión Europea de 1986, el Convenio ETS 123 del Consejo de Europa 
de 1986 sobre los animales vertebrados utilizados para experimentación y otros fines 
científicos, ratificada por España en 1990 y cuya revisión se aprobó en 2006, así como la 
Ley del Estado Español 32/2007 de Cuidado de los Animales y el Real Decreto 
1201/2005 español sobre protección de los animales utilizados en experimentación y 
otros fines científicos (BOE 21 de Octubre de 2005). El protocolo seguido en todos los 
ensayos se describe a continuación. 
Plasma: En primer lugar, se introduce al animal en la cámara de CO2 durante unos 
minutos para su aturdimiento. Las cantidades administradas de este gas son 
superiores al 60% lo que produce inconsciencia por causa del efecto anestésico de 
dichas concentraciones sobre el cerebro. A continuación, se procede a la punción 
cardiaca con una jeringuilla de 5 mL para la obtención del máximo volumen sanguíneo 
posible directamente desde el corazón. La sangre se traspasa a un eppendorf que 
contienen 20 μL de heparina al 5% hasta un volumen de 1 mL. Se agita por inversión y 
se deposita en hielo hasta su posterior centrifugación. Las condiciones de ésta son de 
4500 rpm, 10 minutos, 4 °C. Tras la extracción de las muestras de sangre, el animal 
vuelve a ser introducido en la cámara de CO2 para su eutanasia. 
Orina: La obtención de las muestras de orina se lleva a cabo depositando el animal 
encima de una tira de parafilm durante el aturdimiento en la cámara de CO2 y a 
continuación se recogen las gotitas de orina con una jeringuilla. Las muestras se 
guardan en eppendorf rodeados de papel aluminio para evitar la luz directa y se 








A continuación, se presenta la publicación (enviada) que se hace referencia en el 
apartado de Discusión general, como propuestas futuras. 
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